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Darin besteht das Wesen der Wissenschaft.
Zuerst denkt man an etwas, das wahr sein kdénnte.
Dann sieht man nach, ob es der Fall ist

und im allgemeinen ist es nicht der Fall.

Sir Betrand Russell
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Kapitel A

A Zusammenfassung

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) werden im Knochenmark gebildet und be-
sitzen klassische Stammzelleigenschaften wie Selbsterneuerung und Differenzierungsfa-
higkeit, wobei letztere teilweise auch keimblattiibergreifend erfolgen kann. Die Rekrutie-
rung dieser Zellen erfolgt nach gangiger Lehrmeinung aus der sog. Stammzellnische.
Dabei ist jedoch noch weitgehend unklar, welche Zellarten in vivo bei diesem Prozess und
der nachfolgenden Differenzierung involviert sind und welchen Signaltransduktionswegen

eine tragende Rolle zugesprochen werden kann.

Ein wesentliches Ziel dieser Doktorarbeit war es daher zunachst, in vitro die Auswirkung
verschiedener Kulturmedien auf das Differenzierungsverhalten von hMSC zu evaluieren.
So wurde unter Einsatz von artifiziellen, chemischen Differenzierungsverfahren (CD) die
Differenzierung in die adipogene, chondrogene und osteoblastdre Linie Uber einen Zeit-
raum von 28 Tagen in zwei unterschiedlichen Basalmedien (MSCBGM; DMEM) unter-
sucht. Dabei zeigten sich nur geringe Unterschiede im Expressionsverhalten der entspre-
chenden Markergene (Alkalische Phosphatase (AP) fir die friihe Osteogenese, PPAR-y flr
die Adipogenese und Aggrecan fir die Chondrogenese), was darauf hinweist, dass die
verwendeten Basalmedien nur einen geringen Einfluss auf die Differenzierbarkeit von
hMSC ausuben.

In einem mehr der in vivo-Situation angepassten Versuchsaufbau wurden anschlieBend
zur detaillierten Untersuchung der osteogenen Differenzierung hMSC dber 4, 7 und 14
Tage in durch humane Osteoblasten (hOB) konditioniertem Medium (kOGM) bzw. in indi-
rekter Kokultur mit hOB kultiviert. Expressionsanalysen detektierten einen Anstieg cha-
rakteristischer osteogener Marker (AP, Bone Sialoprotein 2 (BSP-2), Leptin-Rezeptor

(LR), Cathepsin K (CTSK) sowie Decorin (DCN)) zu den jeweiligen Messzeitpunkten.

SchlieBlich wurden mittels der Microarray-Technologie hMSC, hOB, auf herkdmmlichem
chemischem Wege osteogen differenzierte hMSC (CD) sowie mit kKOGM kultivierte hMSC
auf ein breites Spektrum an osteogenen Markern untersucht. Die Auswertung ergab, dass
mit KOGM kultivierte hMSC und hOB die gréBte transkriptionelle Ahnlichkeit aufwiesen.

Aufgrund der Tatsache, dass der Wnt-Weg entscheidend an Differenzierung, Proliferation
und Apoptose in den verschiedensten Zellarten beteiligt ist, sollte in einem weiteren Teil-
projekt untersucht werden, ob bzw. inwiefern dieser Signalweg auch bei der Differenzie-

rung von hMSC durch hOB-konditioniertes Medium involviert ist.

Zusammenfassung | 1



Kapitel A

Hierzu wurden unter Verwendung der siRNA-Technologie zum einen B-Catenin und zum
anderen LRP5, die zwei wesentliche Mediatoren im kanonischen Wnt-Signaltransduktions-
weg darstellen, herabreguliert. In der anschlieBenden Differenzierung durch chemische
Zusatze (CD) bzw. durch den Einsatz von kOGM zeigte sich, dass die mit KOGM kultivier-
ten hMSC ein deutlich anderes Expressionsprofil beziiglich der evaluierten osteogenen
Marker im Vergleich zu CD bzw. Kontrollzellen aufwiesen, was auf grundlegende Unter-
schiede hinsichtlich der Differenzierungsmechanismen in CD- bzw. kOGM-behandelten
hMSC hinweist.

Des Weiteren wurden zur Analyse des B-Catenin-Status semiquantitative Western Blot-
Experimente mit hMSC-Lysaten durchgefihrt, die mittels der verschiedenen Differenzie-
rungsansatze vorbehandelt worden waren. Dabei lieB sich eine Erhéhung von B-Catenin
(Tag 3) feststellen, nachdem hMSC in kOGM kultiviert worden waren.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Promotionsarbeit erstmals nachgewiesen
werden, dass verschiedene Kulturmedien und in noch gréBerem MaBe die Anwesenheit
von differenzierten Zellen das Differenzierungsverhalten von humanen mesenchymalen
Stammzellen nachhaltig beeinflussen, wobei u.a. dem Wnt-Signalweg eine tragende Rolle

zuzusprechen ist.

Im Hinblick auf die zuklUnftige therapeutische Nutzung adulter Stammzellen ist es unum-
ganglich, die der Differenzierung zugrunde liegenden Regulationsmechanismen besser zu
verstehen, um diese Zellpopulation zur Geweberegeneration entsprechend in der Klinik
anwenden zu kdénnen. Der hier evaluierte Ansatz kénnte durchaus dazu beitragen,
in vitro-Differenzierungen in Zukunft ohne die Verwendung von artifiziellen Zusatzen
zu ermoglichen und damit eine naturlichere Zellreifung und erfolgreicheren Einsatz der

fur die Organregeneration zu retransplantierenden Gewebe zu gewahrleisten.
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Kapitel B

B Einleitung
B1 Stammazellen
B1.1 Allgemeine Eigenschaften

Stammzellen zeichnen sich durch zwei zentrale Eigenschaften aus, durch die sie sich von
anderen Zelltypen abgrenzen. Dazu gehéren zum einen die Anlage zur symmetrischen
Zellteilung (,Selbsterneuerung™) und zum anderen die Fahigkeit zur asymmetrischen
Zellteilung (,Differenzierung™) (Abb. B 1). ,Selbsterneuerung" bezeichnet dabei das Ver-
mdgen dieser Zellen, sich unter Erhalt des Stammzellcharakters zu teilen. Bei der asym-
metrischen Zellteilung entstehen hingegen zwei Zellen mit unterschiedlichem Phanotyp,
von denen eine die Eigenschaften der Mutterzelle beibehalt, wahrend die zweite Tochter-
zelle in eine Vorlduferzelle (Progenitorzelle) differenziert, wodurch eine Entwicklung in

Richtung eines bestimmten Zelltyps festgelegt wird (Knoblich et al., 2001).

Selbsterneuerung @
» \

Vorldaufe
zelle

Differenzierung

reife
Zelle A

reife
reife Zelle C
Zelle B

Abb. B 1: Stammzelleigenschaften. Dargestellt ist im oberen Teil die Selbsterneuerung, im unteren Teil die
Differenzierung uber Progenitor-/Vorlauferzellen in ausdifferenzierte, reife Zellen unterschiedlicher Art (A, B, C).
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Obwohl diese beiden Eigenschaften grundlegend sind und Stammzellen damit hinrei-
chend charakterisiert werden kdénnen, kann man ihnen weitere Attribute zuordnen. So
kommen Stammzellen extrem selten vor. Man findet z. B. im Knochenmark nur eine
Stammzelle unter 10.000 - 100.000 Zellen (Boggs et al., 1982).

Wenngleich Stammzellen beim Erwachsenen hauptsachlich im Knochenmark auftreten,
sind sie gleichwohl auch in vielen anderen Geweben zu finden. Dort kénnen sie in einem
Zustand ,relativer Ruhe" (relative Quiescence) verharren, bis sie aktiviert werden (Cheng
et al., 2000).

Des Weiteren ist fur hamatopoetische Stammzellen gezeigt worden, dass aus einer ein-
zelnen Stammzelle ein komplettes Zellsystem mit den unterschiedlichen Differenzie-
rungsstufen rekonstituiert werden kann. Prominentes Beispiel dafir ist die Entwicklung
samtlicher blutbildender Zellen aus einer einzigen hamatopoetischen Stammzelle (Osawa
et al., 1996), was insbesondere bei Knochenmarktransplantationen oder der isolierten
Transplantation von hdmatopoetischen Stammzellen von tragender Rolle ist (Ogawa et
al., 1993; Arai et al., 2003; Copelan et al., 2006).

B1.2 Embryonale Stammzellen

Embryonale Stammzellen unterscheiden sich von adulten Stammzellen (siehe B 1.3) vor-

nehmlich durch ihr hdheres Differenzierungspotential (Potenz).

Nach der Fusion von Spermium und Eizelle entsteht die Zygote. Diese beginnt sich zu
teilen, woraus sich nach ca. 4 Tagen die Blastozyste entwickelt (Biswas et al., 2007). Bis
zum 8-Zell-Stadium (Morula) besitzt der Zellverband Totipotenz, d.h. aus jeder Zelle
kann ein neues Individuum entstehen. Die Blastozyste besteht aus der inneren Zellmasse
(IZM) und dem extraembryonalen Gewebe. Zellen der IZM kénnen in vitro kultiviert wer-
den. Man bezeichnet diese als pluripotente embryonale Stammzellen (ESC). Pluripotenz
bedeutet, dass diese Zellen Ursprung flir alle Zellen der meso-, ekto- und endodermalen
Keimblatter sowie der Keimzellen sein kénnen. Wéhrend der Entwicklung wird das Diffe-
renzierungspotential der Zellen zunehmend eingeschrénkt. Es entstehen sog. gewebe-

spezifische multipotente Stammzellen (Eckfeldt et al., 2005).

Die erste humane embryonale Stammzelllinie konnte 1998 von Thomson et al. etabliert
werden. Da ESC leicht spontan zu differenzieren beginnen, werden sie in vitro auf einer
sog. ,feeder layer", also einer Zellschicht, die die Versorgung Ubernimmt, gezichtet. Sie
besteht meist aus bestrahlten (bis vor kurzem oft tierischen) Fibroblasten. Damit bleibt

der undifferenzierte Status der ESC erhalten. Derzeit werden in diesem Zusammenhang
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auch die Regulationsmechanismen intensiv untersucht, die humane ESC in ihrem undiffe-
renzierten Zustand fixieren kénnen. Dazu gehdren neben den Signalwegen von bFGF und
TGF-p/Activin/Nodal auch die Transkriptionsfaktoren Oct 3/4, Nanog (benannt nach ,Tir
na n'Og", dem keltischen Land der ewig Jungen) und Sox-2, die im undifferenzierten Zu-
stand stark exprimiert sind und wahrend der Differenzierung herabreguliert werden (Ave-
ry et al., 2006; Bilodeau et al., 2006). Bei der Induktion der Differenzierung nimmt man
an, dass der BMP (bone morphogenic protein)-Weg und mdglicherweise auch der Wnt-

Weg entscheidenden Einfluss ausiiben (Nostro et al., 2008).

Durch ihre pluripotenten Eigenschaften offerieren embryonale Stammzellen ein hohes
Potential an therapeutischen Einsatzmoglichkeiten, beispielsweise in der regenerativen
Medizin oder in der zellbasierten Gentherapie (Mountford et al., 2008). So setzt man
groBe Hoffnungen darauf, durch therapeutisches Klonen Gewebe zu zichten, welches
dann dem Empfanger ohne weitere Immunsuppression transplantiert werden kann
(Chidgey et al., 2008). Vor allem als Ersatz von Insulin-produzierenden B-Zellen des
Pankreas bei Diabetes mellitus Typ I oder von untergegangenen Nervenzellen kdnnten
ESC von groBem Nutzen sein. Abgesehen von ethischen Bedenken birgt die Verwendung
von ESC aber auch groBe Gefahren. Da die genauen Regulationsmechanismen im Rah-
men von Proliferations- und Differenzierungsprozessen der ESC bis heute nicht vollstan-
dig verstanden sind, kann nicht ausgeschlossen werden, dass Nebenwirkungen der The-
rapie, beispielsweise eine Entartung der Zellen in sog. Teratome, auftreten (Prokhorova
et al., 2008).

B1.3 Adulte Stammzellen im postnatalen Organismus

Dass auch im adulten Kérper Stammzellen existieren, ist schon seit langer Zeit bekannt.
Prinzipiell unterscheidet man adulte Stammzellen nach ihrem Vorkommen im Organis-
mus. Dazu gehdren gewebsstidndige Stammzellen, die auBerhalb des Knochenmarks in
Nischen bestimmter Organsysteme anzutreffen sind (z. B. aus der Haut) und Stammzel-
len der Spermio- bzw. Oogenese (Oktem et al., 2008), sowie vor allem Stammzellen aus
dem Knochenmark der hdmatopoetischen (CD34") (Ratajczak et al., 2008) und der me-
senchymalen Reihe (CD34") (Tare et al., 2008).

Zu den gewebespezifischen Stammzellen zahlen die intestinalen epithelialen Stammzel-
len. Diese sind in den Krypten der Dick- und Dinndarmschleimhaut ansédssig. Sie wan-
dern innerhalb von 5 - 7 Tagen an die Spitze der Villi und differenzieren dabei. Aus einer

solchen Zelle kénnen Enterozyten, schleimproduzierende Goblet-Zellen, Peptidhormon
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sezernierende enteroendokrine Zellen, M-Zellen und Paneth-Zellen entstehen (Marshman
et al., 2002).

Erst seit kirzerem ist bekannt, dass Stammzellen in bestimmten gewebespezifischen
Stammzellnischen (siehe B 3) auftreten. Wichtige Vertreter dieser Art findet man zwi-
schen Hornhaut und Lederhaut des Auges (Limbus), bei Haarfollikeln im sog. ,bul/ge®™ und
in der Haut (Lavker et al., 2000 und Alonso et al., 2003). Uberraschenderweise konnten
auch in verschiedenen Hirnregionen (Gyrus dentatus, Hippocampus, olfactorische Rinde)

neuronale Vorlauferzellen identifiziert werden (Taupin et al., 2002).

Hamatopoetische Stammzellen (HSC) sind die am besten charakterisierten Stammzellen.
Zur Kontrolle der symmetrischen Erneuerung tragen verschiedene Signalwege bei. Dar-
unter befinden sich z. B. der Notchl-Signalweg mit den Liganden Delta und Jagged,
Hoxb4 (Homeobox Gene Family) und der Wnt-Signalweg (Eckfeldt et al., 2005). Die Er-
haltung des undifferenzierten Zustandes regulieren der transkriptionelle Repressor Bmil
und der Zellzyklusinhibitor p21. Bei der Differenzierung werden, je nach Linie, verschie-
dene Gene induziert. Aus HSC kénnen sich sowohl lymphoide Zelltypen (B-/T-Zellen, NK-
Zellen) als auch Zellen der myeloischen Reihe (Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten)

entwickeln.

HSC sind bislang die einzigen Stammzellen, die seit Jahren routinemaBig als zellbasiertes
Therapeutikum zum Einsatz kommen. Beispielsweise kénnen prognostisch unglinstige
myelodysplastische Syndrome mit einer Knochenmarktransplantation therapiert werden
(Warlick et al., 2008). Zuvor missen allerdings samtliche krankhaft verdnderte Zellen
und auch nahezu alle blutbildenden Zellen durch Chemotherapie und Ganzkdrperbestrah-
lung beseitigt werden (Myeloablation). Nach der Transplantation neuer hamatopoetischer
Stammzellen regeneriert sich die Hdmatopoese bzw. das Blutsystem innerhalb von 10 -
14 Tagen. Man unterscheidet dabei autologe, also vom Patienten zuvor isolierte Stamm-
zellen, von allogener Transplantation, die eine Fremdspende unter Beachtung der HLA-
Antigene beinhaltet (Copelan et al., 2006).

Flr die hier vorliegende Arbeit sind mesenchymale Stammzellen (MSC), die ebenfalls im
Knochenmark gebildet werden, von besonderem Interesse. Einst von Friedenstein et al.
(1976) als adharierende, fibroblastenahnliche Zellen aus dem Knochenmark beschrieben,
konnte nach und nach gezeigt werden, dass diese innerhalb des mesodermalen Keimblat-
tes in Knochen-, Knorpel- und Fettzellen differenzieren kénnen (Friedenstein et al,,
1987). Jungere Vertffentlichungen weisen immer stérker darauf hin, dass auBerdem
keimblattibergreifende Trans-Differenzierungen in Hepatozyten (Ong et al., 2006), neu-
ronale Vorlauferzellen (Deng et al., 2006) und Kardiomyozyten (Yoon et al., 2005) mdg-

lich scheinen.

6 | Einleitung



Kapitel B

Deshalb werden groBe Erwartungen in den therapeutischen Einsatz von hMSC gesetzt.
Nicht nur ihre Vielseitigkeit, sondern auch die relativ unkomplizierte Isolierung ist von
groBem Vorteil. Um eine sichere Nutzung gewahrleisten zu kénnen, mussen jedoch zu-
nachst die molekularen Mechanismen insbesondere der Differenzierungsfahigkeit ver-
standen werden. Aus klinischer Sicht ist in diesem Kontext vor allem die Beteiligung an

der Knochen- und Knorpelregeneration von vorrangiger Bedeutung.

B1.4 Stammazellnische

Embryonale Stammzellen kénnen ex vivo quasi unendlich lange kultiviert werden, ohne
dass sich ihre Differenzierungskapazitat éndert. Werden dieselben Zellen in vivo in ein
Mausmodell injiziert, so entwickeln sich sog. Teratome (Fuchs et al., 2004). Daraus folgt,
dass es gewisse Mikroumgebungen geben muss, in denen Stammzellen in ihrem undiffe-
renzierten Stadium erhalten werden kdénnen. Diese Rdume nennt man Stammzellnischen
(Abb. B 2).

Niche cell

Stem cell Progeny cell

Adhesive
molecule

e

ECM—

Basement _
membrane —

Abb. B 2: Modell der Stammzellnische. Dargestellt in grin sind die sog. Nischenzellen (sie entsprechen in
der Promotionsarbeit den Osteoblasten), sowie Stammzellen in rot. Orange gekennzeichnet sind Vorlauferzel-
len. Stammzellen haften in oder an der Nische. Wiedergegeben sind drei mdgliche Funktionen: Proliferati-
onsstillstand (,relative quiescence™) im oberen Teil, symmetrische Teilung in der Mitte (es entstehen zwei Toch-
terzellen mit Stammzelleigenschaften; diese verbleiben in der Nische) und asymmetrische Teilung im unteren
und rechten Abschnitt der Abbildung (eine Tochterzelle verbleibt als Stammzelle in der Nische, die andere diffe-
renziert und wandert als Progenitorzelle aus der Nische aus).

(modifiziert nach Spradling et al., 2001)
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Stammzellnischen zeichnen sich durch drei wesentliche Grundcharakteristika aus. Zum
einen kdnnen sie ohne ansassige Stammzellen existieren, zum anderen kénnen sie auch
die Stammzellaktivitéat exogener Zellen unterstitzen. Dartber hinaus kénnen diese exo-
genen Zellen voriibergehend die Nische fillen und auch deren Funktionen Ubernehmen
(Spradling et al., 2001).

Die Anzahl der Stammzellen innerhalb einer Nische wird strikt GUberwacht und geregelt.
Dabei besteht ein Zell-Zell-Kontakt zwischen heterogenen Zellarten. Dies fuhrt zur Erhal-
tung des Stammzellstatus und der relativen Ruhe (relative quiescence), einem Zustand,
in dem zeitweise keine Proliferation auftritt. Faktoren, die von der Nische produziert wer-
den, enthalten sowohl inhibitorische als auch stimulatorische Signale, die die Zellzahl und
Funktion der Stammzellen genau regulieren (Adams et al., 2006). Dabei spielen nicht nur
die Nischenzellen eine Rolle, sondern vielmehr Uben Stammzellen und Nischenzellen ge-

genseitig Einfluss aufeinander aus.

Eine Aktivierung der Stammzellen innerhalb der Nische kann auf zwei Arten erfolgen.
Durch langsame Zellteilung fullt sich die Nische nach und nach, wodurch einige Zellen
aus der Nische gedrangt werden. Eine zweite Mdglichkeit besteht darin, dass ein exoge-
ner Reiz die Nische stimuliert, z. B. nach einer Verletzung oder im Rahmen des Knochen-
remodelings (s. Abschnitt B 2.2). Das Verhalten der Zellen wird zwar durch ihr endoge-
nes Programm vorgegeben, aber gleichzeitig durch exogene Faktoren und durch die Ni-

sche maBgeblich beeinflusst (Fuchs et al., 2004).

Sehr gut charakterisiert sind bereits Nischen fir endodermale Zellen (Dinndarmkrypten)
und epitheliale Stammzellen der Haut. Bei hamatopoetischen Stammzellen scheinen so-
wohl Osteoblasten als auch der Wnt-Signalweg in der Aufrechterhaltung der Stammzell-
nische durch Selbsterneuerung wichtige Rollen innezuhaben (Calvi et al., 2003; Rattis et
al., 2004). Diese speziellen Osteoblasten zeichnen sich durch eine sog. spindelférmige
Morphologie aus und exprimieren N-Cadherin. Sie sind auf dem Endosteum zu finden und
erhalten die Stammzelleigenschaften der HSC (Zhang et al., 2003). Im Gegensatz dazu
kdnnen sich HSC in der vaskuldren Nische differenzieren. Die Rekrutierung erfolgt offen-

bar als Antwort auf eine Verletzung oder ahnliche Stimuli (Wilson et al., 2006).
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B2 Osteogenese
B 2.1 Knochen, Osteoblasten und Osteoklasten

Knochen besteht zu 65 % aus anorganischen Bestandteilen und zu 35 % aus organischer
Matrix. Zum organischen Teil des Knochens z&hlt man die knochenformenden Zellen wie
Osteoprogenitoren, Osteoblasten und Osteozyten, welche das Osteoid (unmineralisierter
Knochen) mineralisieren. Hauptbestandteil der mineralisierten Anteile ist Kalziumhydro-
xylapatit (10Ca:6(P0O,4):(0OH),), das dem Knochen seine Stabilitat verleiht (Robbins and
Cotran, ,Pathologic Basis of Disease™, 7*" Edition, 2005).

Von besonderem Interesse ist der organische Anteil des Knochens. Zum einen, weil er
aus verschiedenen Entwicklungs- bzw. Differenzierungsstufen von Zellen der osteogenen
Reihe besteht, die sich gegenseitig beeinflussen. Zum anderen, weil er Nischenzellen fur

verschiedene Bereiche enthalt.

Aus multipotenten MSC bilden sich im Rahmen der osteogenen Differenzierung Osteopro-
genitoren. Durch verschiedene Stimuli, beispielsweise durch Mitglieder der TGF-g Super-
familie, werden sie zur weiteren Differenzierung angeregt. Stains & Civitelli (2005) konn-
ten zeigen, dass bei der Differenzierung interzelluldre Informationskanale (gap junctions)
eine bedeutende Rolle spielen. Steigt die Anzahl von Connexin 43 und 45 (hauptsachliche
Bestandteile der gap junctions in Osteoblasten), geht das mit einer gesteigerten Diffe-

renzierung einher.

Osteoblasten sind flir Wachstum, Wundregeneration und Umbauvorgange von zentraler
Bedeutung. Sie sind auf sdmtlichen kndéchernen Oberflachen lokalisiert und zusténdig fur
die Prozessierung von Proteinen fir die Bildung osteogener Matrix. Auf ihrer Zelloberfla-
che exprimieren sie verschiedene Rezeptoren (z. B. fir Parathormon (PTH), Vitamin D,
Ostrogen) und haben eine durchschnittliche Lebensdauer von etwa drei Monaten. Danach
sterben sie entweder durch programmierten Zelltod (Apoptose) oder differenzieren zu
Osteozyten (Christakos et al., 2003; Manolagas et al., 1995).

Osteozyten kommen schlieBlich 10-fach haufiger im Knochen vor als Osteoblasten. Sie
entstehen, wenn Osteoblasten sich in der sie umgebenden osteogenen Matrix einmauern.

Durch Canaliculi und gap junctions stehen sie dabei untereinander in Verbindung.

Osteoklasten stammen im Gegensatz zu den bisher aufgezdhlten Zellarten von hamato-
poetischen Vorlduferzellen ab und werden den Makrophagen zugeordnet. Die Aufgabe der

Osteoklasten besteht in der Resorption von Knochen. Fir die Differenzierung und Reifung
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sind verschiedene Interleukine, Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), Granulozyten-Makropha-
gen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) und Makrophagen Kolonie-stimulierender
Faktor (M-CSF) notwendig (Manolagas et al., 1995). Reife Osteoklasten fusionieren zu
Synzytien und besitzen dadurch ca. 6 — 12 Nuklei. Ihr Lebensalter ist auf ca. zwei Wo-
chen beschrankt (Boyle et al., 2003).

Wie Abb. B 3 zeigt, besteht ein komplexes Zusammenspiel zwischen den verschiedenen
Zellarten. Dabei werden Faktoren ausgeschittet, die Wachstum und Differenzierung
steuern. Osteoblasten und Stammzellen des Knochenmarks regulieren z. T. das Verhal-
ten von Osteoklasten Uber die oben genannten Hormone und Wachstumsfaktoren. Wich-
tig ist, dass flUr einen intakten Knochenmetabolismus diese parakrinen Mechanismen auf-
recht erhalten bleiben (Robbins and Cotran, ,Pathologic Basis of Disease", 7th Edition,
2005).

Liberated Proliferation

matrix bound //—b —— ' Osteoprogenitor cells
growth factors b

Proliferation

Mechanical factors i i
and maturation

Haormones
Cytokines
Active ostecblasts

Medi ¢
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Abb. B 3: Zusammenspiel von Osteoblasten und Osteoklasten im Knochenauf- und -abbau. Osteopro-
genitoren, Osteoblasten sowie Osteoklasten bilden die BMU (basic multicellular unit), die fir den Knochenum-
bau und -aufbau zustandig ist. Durch verschiedene Hormone und Wachstumsfaktoren regulieren sich die Zellen
gegenseitig.

(Abbildung aus Robbins and Cotran ,Pathologic Basis of Disease", Kapitel 26, 7*" edition, 2005)

10 | Einleitung



Kapitel B

B 2.2 Remodeling im osteogenen Modell

Als kleinste knochenbildende Einheit gilt die basic multicellular unit (BMU), die aus Oste-
oblasten (OB), ihren Vorlaufern sowie Osteoklasten besteht. Sie ist wichtig fur die Bil-
dung des Knochens wahrend der Wachstumsphase. Aber auch im Erwachsenen werden
10 % der Gesamtknochenmasse pro Jahr ausgetauscht. Dieser Prozess wird remodeling
genannt. Bei osteoporotischen Prozessen wird dagegen vermehrt resorbiert und weniger
aufgebaut (Jilka et al., 2003).

Ahnliche Vorgédnge wie beim Wachstum spielen auch im Wundheilungsprozess des Kno-
chens eine wichtige Rolle. Zerstdrte Bestandteile werden abgebaut und es mussen ver-
mehrt Vorlauferzellen rekrutiert werden, um die zerstdérten Gewebeteile wiederherzustel-
len. Dies geschieht ebenfalls Uber sezernierte Faktoren (Hadjiargyron et al., 2002). Da
vor allem aufgebaut werden muss, liegt die Vermutung nahe, dass diese Faktoren von

gesunden hOB ausgeschiittet werden (Abb. B 4).

Knochenmark

von hOB sezernierte
|6sliche Faktoren

Abb. B 4: Exogene Stimulierung von hMSC aus dem Knochenmark. Proliferation und Differenzierung
werden nicht nur durch endogene Programme der mesenchymalen Stammzelle (hMSC) und innerhalb der basic
multicellular unit (BMU), die Osteoprogenitoren, humane Osteoblasten (hOB) und Osteoklasten enthalt, regu-
liert, sondern auch durch exogene Stimuli, beispielsweise durch einen Wunddefekt im Knochen, haben erhebli-
chen Einfluss auf das Verhalten der Stammzellen.

(modifizierte graphische Darstellung aus Bianco et al., 2001)
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B3 Der Wnt-Signaltransduktionsweg
B 3.1 Allgemeine Funktion

1987 entdeckten Rijsewijk et al., dass das Gen Wingless in Drosophila melanogaster, das
fir Segmentpolaritat zustdndig ist, und das murine Proto-Onkogen Int-1 homolog
zueinander sind. Daraus folgend wurde ein gemeinsamer Name kreiert: Wnt. Das

menschliche Genom besitzt 19 unterschiedliche Wnt-Gene (Miller et al., 2002).

In der Literatur sind bis zu vier verschiedene Ubertragungswege beschrieben, die durch
Whnt-Liganden initiiert werden kdnnen. In der vorliegenden Promotionsarbeit ist vor allem
der kanonische Wnt-Signalweg von vornehmlichen Interesse. Zum kanonischen Wnt-
Signalweg gehéren an der Zelloberflache ein Mitglied der Frizzled-Rezeptorfamilie, das
sieben Transmembrandomanen besitzt, sowie Rezeptoren aus der LDL-Familie, namlich
LRP5 oder LRP6 (low density lipoprotein receptor-related protein). Im kanonischen Wnt-
Signalweg spielt intrazelluldares p-Catenin eine entscheidende Vermittlerrolle (Katoh et
al., 2007).

In Abb. B 5 sind der Ruhezustand (off state) sowie die Aktivierung (on state) des Wnt-

Weges exemplarisch dargestellt.

A OFF STATE B ON STATE
Wnt
Frizzled
LRP5/6 BELY
Axin
Cadherin
.@ Cytoskeleton @@ . N
= iﬁ ca i Cell
|Target gene |Target gene
EF TP s

P P

Abb. B 5: Der kanonischer Wnt-Signalweg.

A) p-Catenin ist an Cadherin gebunden und sorgt so fur Adharenz an andere Zellen. Wenn kein Wnt gebunden
hat, wird freies p-Catenin in einen Degradationskomplex aus Axin, APC und GSK-3f integriert, phosphoryliert
und im Proteasom abgebaut.

B) Nach Bindung von Wnt-Liganden an die Rezeptoren Frizzled und LRP5/6 zerféllt der Abbaukomplex, -
Catenin akkumuliert im Zytosol und kann in den Zellkern translozieren, wodurch es zur Aktivierung von Wnt-
Zielgenen kommt (aus Neth et al., 2007).
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Unterbleibt die Aktivierung des Signalweges, wird g-Catenin in einem sog. Degradations-
komplex zum Abbau markiert. Dieser besteht aus den Tumorsuppressor-Molekllen Axin
und Adenomatosis Polyposis Coli (APC), die neu synthetisiertes g-Catenin binden. Beide
Faktoren stellen Tumorsuppressoren dar, da APC B-Catenin negativ reguliert und Axin die
Phosphorylierung von pg-Catenin durch Glykogen-Synthase-Kinase 3p (GSK-3p) verstarkt.
GSK-3p und Casein Kinase 1 (CK1) aus diesem sog. Abbaukomplex phosphorylieren an-
schlieBend Serin- (Ser 33, Ser 37 und Ser 45) und Threoninreste (Thr 41) am Aminoter-
minus von p-Catenin (Behrens et al., 2004). Nach der Phosphorylierung wird das so mar-
kierte p-Catenin B-TrCP-vermittelt ubiquitiniliert (Ubiquitin-E3-Ligase) und im Proteasom
abgebaut.

Bindet dagegen ein Wnt-Ligand an LRP5/6 sowie einen Frizzled-Rezeptor, so verhindert
die Inhibition von GSK-3p durch Dishevelled (Dsh) den Abbau von p-Catenin. Dieses ak-
kumuliert intrazelluldr und wandert in den Zellkern. Dort aktiviert es DNA-bindende Pro-
teine der Tcf/Lef Familie (T-cell factor/lymphoid enhancer binding factor). Durch die As-
soziation mit pB-Catenin bildet sich dabei ein ternidrer Komplex, der dann transient als
Transkriptionsfaktor agieren kann (Reya & Clevers 2005). Dadurch werden vermehrt sog.
Wnt-Zielgene exprimiert. Die bekanntesten darunter sind Cyclin D1 und c-Myc, welche
die Zellproliferation steigern, und vascular endothelial growth factor (VEGF), der die An-
giogenese positiv beeinflusst (eine stdndig aktualisierte Ubersicht der Wnt-Zielgene ist

auf folgender Wnt-Homepage zu finden: www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html).
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B 3.2 Wnt-Signaltransduktion in Stammzellen und
Tumorzellen

Der Wnt-Weg spielt sowohl in Stammzellen als auch in Tumorzellen eine tragende Rolle
(Reya & Clevers, 2005). In eigenen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt wer-
den, dass die Aktivierung des Wnt-Signalweges durch rekombinantes Wnt3a bzw. LiCl
die Invasions- und Migrationskapazitat in hMSC erheblich steigert. Der umgekehrte An-
satz, namlich die Ausschaltung der Wnt-Signalkaskade, konnte dieses Verhalten signifi-
kant inhibieren (Neth et al., 2006).

In hamatopoetischen Stammzellen trégt die Aktivierung des kanonischen Wnt-Weges zur
symmetrischen Zellteilung bei (Reya et al., 2003). Ahnliches gilt fiir Leukdmien. So steu-
ert der Wnt-Weg auch die Proliferation von Zellen der chronischen und akuten myeloi-
schen Leukdmie (Mikesch et al., 2007) sowie wahrscheinlich auch die der lymphoiden
Leukamien. Eine Beteiligung dieses Weges wird ebenfalls bei der Migration bzw. Invasion
maligner Zellen des multiplen Myeloms diskutiert (Qiang et al., 2005). Selbst eine Mit-
wirkung an der Regulation der symmetrischen Zellteilung von neuronalen Stammzellen
und auch von Medulloblastomzellen scheint gesichert (Eberhart et al., 2007). Auch emb-
ryonale Stammzellen werden in dhnlicher Weise durch den Wnt-Weg kontrolliert (Nusse
et al., 2008).

In Kolon-Karzinomen kommt es oftmals zur Inaktivierung von APC. Dies wurde zunachst
bei der familidaren adenomatésen Polyposis (FAP) und spater auch bei sporadisch auftre-
tenden Karzinomen entdeckt. Die Inaktivierung flihrt dabei zur Stabilisierung von p-Cate-
nin und damit einhergehend zu einer Wachstumsverstédrkung von Kolonkarzinomzellen

unter Erhaltung ihres Vorlauferzellstatus (Fodde et al., 2002).

Prostatakarzinome metastasieren vorwiegend in Knochen und bilden dabei meist oste-
oblastare Lasionen. Hall et al. beschrieben 2006, dass vor allem Wnt-Molekiile in dieser

tumorinduzierten osteoblastaren Aktiviert impliziert sind.
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B 3.3 Wnt-Signaltransduktion und Osteogenese

Verschiedene Autoren beschreiben seit einiger Zeit, dass es eine enge Verflechtung zwi-
schen dem Wnt-Signaltransduktionsweg und der Osteogenese gibt, wobei bereits bei der
Embryonalentwicklung ein direkter Zusammenhang nachgewiesen worden ist (Piters et
al., 2008). Zu den Wnt-abhangigen Vorgdngen zéhlen neben der Organogenese und der
ZNS-Organisation auch die Entwicklung der Extremitaten. DarlUber hinaus tragen einige
Wnt-Liganden zur Reifung des vertebroskelettalen Systems bei. Auch die Chondrogenese

und Gelenksformation wird durch den Wnt-Signalweg gesteuert (Johnson et al., 2004).

In vitro-Versuche zeigten, dass verschiedene Wnts die Insulinfreisetzung stimulieren
(Schinner et al., 2007). Dies beeinflusst maB3geblich den Knochenmetabolismus, da Insu-
lin mitogen auf Osteoblasten wirkt (Akune et al., 2002). Des Weiteren wurde nachgewie-
sen, dass bei Allelverlusten der Wnt-Korezeptoren LRP5 oder LRP6 die trabekuldre Kno-
chendichte abnimmt. Mutationen in LRP5 flihren allerdings zu verschiedenen Phanotypen.
Gain-of-function-Mutationen gehen mit dem ,high bone mass"-Phanotyp (HBM) einher
(Balemans et al., 2007; Bodine et al., 2006), wahrend /oss-of-function-Mutationen Oste-
oporosis-Pseudoglioma (OPPG) verursachen (Ai et al., 2005). OPPG ist charakterisiert
durch eine geringe Dichte an eingelagertem Knochenmineral sowie einer erhdéhten Kno-
chenbrichigkeit. Interessanterweise fordert Dexamethason die Bildung von Dickkopf
Homolog 1 (Dkk-1), einem Inhibitor des kanonischen Wnt-Signalweges. Dies deutet dar-
auf hin, dass durch diesen Mechanismus die Glukokortikoid-induzierte Osteoporose ent-
stehen kann (Cooper et al., 1999; Ferrari et al., 2005).

Der kanonische Wnt-Signalweg férdert die Selbsterneuerung von Stammzellen. Neben
der Stimulation der Praosteoblastenreplikation und Induktion der Osteoblastogenese wird
die Apoptose in Osteoblasten bzw. Osteozyten inhibiert. Dadurch erhéht sich die Kno-
chendichte und Umstrukturierungsprozesse werden geférdert. Gleichzeitig kommt es zur
Unterdrickung der Adipogenese. Wahrend der Embryonalentwicklung ist p-Catenin in
Osteoblasten bzw. differenzierenden osteoblastéren Zellen erhdht. Das lasst den Rick-
schluss zu, dass vor allem hier der kanonische Wnt-Signalweg aktiviert ist (Krishnan et
al., 2006).

Zusammenfassend betrachtet haben diese Studien gezeigt, dass in verschiedenen Zellar-
ten der Wnt-Signalweg entscheidende Rollen sowohl in der Embryogenese und Organ-
entwicklung als auch in Stammzellnischen bzw. wéahrend Differenzierungsvorgéngen von

Stammazellen einnimmt.
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C Aufgabenstellung

Die der Rekrutierung der hMSC aus der Stammzellnische und der damit verbundenen
Differenzierung z.B. in die osteogene Richtung verbundenen Mechanismen sind trotz in-
tensiver Stammzellforschung bisher noch weitgehend unklar.

Basierend auf dem oben beschriebenen Wissensstand sollte daher eine weitere Funk-
tionsaufklarung zumindest mittels in vitro-Untersuchungen erfolgen, wobei sich flir die
Promotionsarbeit nachfolgende Fragestellungen ergaben:

e Zeigen unterschiedliche Kulturmedien einen Einfluss auf Differenzierungsvorgange in
humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC)?

e Kann durch sezernierte Faktoren aus humanen Osteoblasten (hOB) eine osteogene
Differenzierung in hMSC erreicht werden?

e Spielt der Wnt-Signaltransduktionsweg eine Rolle bei der osteogenen Differenzierung
von hMSC?

Im Einzelnen sollte untersucht werden:

1. Einfluss der Kulturmedien DMEM und MSCBGM auf das Differenzierungsver-
halten von hMSC: Mittels standardisierter chemischer Differenzierungsverfahren
(CD) sollten hMSC in die osteogene, adipogene sowie chondrogene Richtung differen-
ziert werden. Dabei sollten unterschiedliche Basismedien evaluiert und etablierte
osteogene, adipogene und chondrogene Differenzierungsmarker mittels gqRT-PCR un-

tersucht werden.

2. Einfluss von hOB-konditioniertem Medium sowie einer indirekten Kokultivie-
rung von hMSC mit hOB auf die osteogene Differenzierung von hMSC: Im
zweiten Teil sollte eine Analyse von zwei alternativen osteogenen Differenzierungs-
verfahren durchgefiihrt werden. Dabei sollte Osteoblasten-konditioniertes Medium
mit einem indirekten Kokultivierungsverfahren verglichen werden. Durch den indirek-
ten Kokulturansatz von hMSC und Osteoblasten sollte dabei ein Nischen-&hnliches
Kompartment generiert werden. Die Veréanderungen im hMSC-Transkriptionsprofil
sollten zunachst mit Hilfe der gRT-PCR und darauffolgend mit der Microarray-
Technologie untersucht werden.
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Einfluss des Wnt-Signaltransduktionsweges auf die osteogene Differenzie-
rung von hMSC: Um den Einfluss des Wnt-Signalweges wahrend des osteogenen
Differenzierungsprozesses im Detail zu analysieren, sollten zentrale Komponenten
dieses Signaltransduktionsweges wie p-Catenin und LRP5 mittels der RNA-
Interferenztechnologie ausgeschaltet werden. Durch anschlieBende Anwendung der
verschiedenen Differenzierungsverfahren und Analyse der Expressionséanderung mit-
tels gRT-PCR sollten Wnt-regulierte osteogene Marker identifiziert werden.
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D Material und Methoden
D1 Materialien
D1.1 Gerate

Abzugtisch HERA Safe

Airflow, Typ 2-454-FBND

Autoklav 3850

Biophotometer

CO,-Inkubator Galaxy S

Digital Still Kamera, MPEG Movie EX

Eismaschine AF-10

Geldokumentationssystem, Image Master VDS

Gelelektrophorese-Apparatur, Modell B
Heizblock Thermomixer Compact
Hybridisierungsofen, Hybridizer HB-100
Image Scanner
Inverses Fluoreszenzmikroskop IX50
Inverses Fluoreszenzmikroskop IX70
KlUhlschrank (4 °C)
Kiahlzentrifuge, Typ 5415R
LightCycler II
Magnetrihrer Ika-Combimag RCO
Megafuge, Typ 1. OR
Mikrowellengerat R-6270
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Multicycler PT-200
pH-Meter: Typ 526 mit pH Elektrode
Pipetus-akku
Proteintransfereinheiten:
Mini Protean Electrophoresis Cell
Mini Trans Blot Electrophoretic
Transfer Cell
Routinemikroskop, Axiovert Typ S100
Schittler, Rotamax 120

Sicherheitswerkbank, HeraSafe
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Heraeus, Hanau

Kéttermann, Utze-Hanigsen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

RS Biotech, Irvine, England
Sony, Kdéln

Scotsman, Frimont, Italien
Pharmacia Biotech, USA
PeglLab, Erlangen

Eppendorf, Hamburg

UVP, Laboratory Products, USA
Pharmacia, Freiburg

Olympus, Mikro-Optik, Minchen
Olympus, Mikro-Optik, Minchen
Siemens, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Roche, Mannheim

Janke & Kunkel, Staufen
Heraeus Instruments, Hanau
Sharp, Osaka, Japan

Plazotta, Mliinchen

Biozym, Oldendorf

WTW, Weilheim

Gilson, USA

BioRad, Mlinchen
BioRad, Mlinchen

Zeiss, Jena
Heidolph, Schwabach

Heraeus Instruments, Mannheim
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Spannungsquelle, Consort E132
Sterilwerkbank
Stickstofftank Locator 4
Thermomixer compact
Thermozykler, PCR-Sprint
Tiefkthlgefrierschrank:
Liebherr Premium Frost (-20 °C)
Colora UF 85-300S (-80 °C)
Transiluminator DR-88M
UV-Leuchtschirm, Typ TFX-35.M

Vakuum-Zentrifugal-Verdampfer Typ RC 10.9

Varipipetten, Gilson, Pipetman
Vortex-Genie, Typ G560E
Waagen:
Analysenwaage, A 120 S
Technische Waage, MA AF200
Warmeschranke:
B30
BE30
Wasserbéader:
Exatherm U3electronic
WB-14
Wasserdeionisierungseinheit Membrapure
Zentrifugen:
Eppendorf Centrifuge 5415 D
Tischzentrifuge Typ CT 4.22
Varifuge 3.0R

PeglLab, Erlangen

Biohit Antares, USA
Sigma, Taufkirchen
Eppendorf, Hamburg
Hybaid, Ashford, England

Liebherr, Ochsenhausen

Colora, Lorch

Clare Chemical Research, Dolores, USA
Vilber Lourmat, Frankreich

Jouan, Unterhaching

Abimed, Langenfeld

Scientific Industries, New York, USA

Satorius, Gottingen

Satorius, Gottingen

Memmert, Schwabach

Memmert, Schwabach

Julabo, Seelbach
Memmert, Schwabach
MembraPURE, Bodenheim

Eppendorf, Hamburg

Jouan, Unterhaching

Heraeus Sepatech, Mlinchen
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D1.2 Substanzen

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, in der Reinheitsstufe ,,z.A.™ von
den Firmen Merck (Darmstadt), Sigma (Deisenhofen) und Roth (Karlsruhe) bezogen. Fir
molekularbiologische Ansatze wurde RNase-freies Wasser der Firma Qiagen (Hilden) so-
wie ,Aqua ad injectabilia® der Firma Braun (Melsungen) verwendet. Wassrige Ldsungen
wurden mit Aqua dest. sowie Reinstwasser aus dem Reinstwassersystem der Wasserauf-

bereitung GmbH (Barsblttel) hergestelit.

D1.2.1 Antikorper

Actin (goat polyclonal IgG) Santa Cruz Biotechnology, USA
B-Catenin (goat polyclonal IgG) Santa Cruz Biotechnology, USA
Donkey anti-goat HRP Santa Cruz Biotechnology, USA
Wnt-3a (goat polyclonal IgG) Santa Cruz Biotechnology, USA

D 1.2.2 Stock- und Pufferlosungen

DYT-Medium 12,8 g Bacto Tryptone

8 g Bacto Yeast Extract

4 g NaCl

auf 800 ml mit Agua dest. vervollstandigt
SDS Stock-Lésung 20 % (w/v) SDS

1x Auftragspuffer Laemmli 150 mM Tris

0,3 % Glycerol

5 % SDS

10 ml ddH,0

20x SSC Stockldésung: 175,3 g NaCl

88,2 g Natriumcitrat-Dihydrat
900 ml ddH,0, pH 7,0

20x SDS Stocklésung 200 g Natriumdodecylsulfat
11 ddH,0

Waschldésung I (Microarray): 2 x SSC, 1% SDS
(10 ml 20x SSC, 5 ml 20% SDS, 85 ml ddH,0)

Waschldésung II (Microarray): 0,1x SSC, 0,5% SDS
(0,5 ml 20xSSC, 2,5 ml 20%SDS, 97 ml ddH,0)

Proteinlysispuffer 50 mM NaH,PO4

0,2 M NacCl

5 mM EDTA

1% Triton-X (pH 6.0)
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TAE-Puffer (50x)

40 mM Tris-Base (pH 8,3)
2 mM EDTA

20 mM Natriumacetat
pH-Einstellung mit Eisessig

TBS-Tween/Triton

20 mM Tris-Cl (pH 7,5)
500 mM NacCl

0,05 % Tween 20

0,2 % Triton X 100

TBS-Puffer 10 mM Tris-Cl (pH 7,5)
150 mM NacCl
D1.2.3 Materialien fiir die Proteinbiochemie und

Molekularbiologie

Chemilumineszenzdetektionsfilme (Lumi-Film)

Gelladepuffer, Typ 10x Blue Juice™
Filmkassette, Typ Hyperkassette

HyBond Nylonmembran (positiv geladen)
LightCycler Kapillaren

MikrowellengefaBe (25 x 12 cm)
Nukleasefreie Pinzetten

Sephadex G-25 Gelfiltrationssaulen
UV-Klvetten

D 1.2.4 Chemikalien

B-Mercaptoethanol
Alizarin-Red-S
DNA-Auftragspuffer, 10 x
Ethanol abs.

Isopropanol
Maygrinwaldldsung
Methanol, 100 %
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natronlauge, 10 M

Oil Red O

Protein G-Agarose

Pyrogallollésung

Roche, Mannheim
Invitrogen, USA

Amersham Biotech, Freiburg
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Karstadt, Minchen

Roth, Karlsruhe

Amersham Biotech, Freiburg

Eppendorf, Hamburg

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, USA
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
VWR, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Apotheke Klinikum Innenstadt
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim

Apotheke Klinikum Innenstadt
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Saccharose Roth, Karlsruhe

Salzsdure, 2 M Apotheke Klinikum Innenstadt
Trisma-Base Sigma, Deisenhofen
Toluidinblau Merck, Darmstadt

Tween 20 Sigma, Deisenhofen

D 1.2.5 Substanzen fiir die Molekularbiologie

Biotin-16-dUTP Roche, Mannheim

dATP, dCTP, dGTP, AdTTP R&D Systems, Wiesbaden
DNA-Langenstandard, Nr. VIII Roche, Mannheim
DNA-Langenstandard, Kb DNA Leiter Stratagene, USA
Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen
Humane cytokinspezifische Primer R&D Systems, Wiesbaden
Kontroll-cDNA (50 ng/pul) R&D Systems, Wiesbaden
Reverse Transkriptase Puffer R&D Systems, Wiesbaden
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, USA
Reverse Transkriptase R&D Systems, Wiesbaden
RNase Inhibitor Ambion, USA

SeaKem LE Agarose FMC BioProducts, USA
Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase R&D Systems, Wiesbaden
Taqg-Polymerase Qiagen, Hilden

D 1.2.6 Substanzen fiir die Proteinbiochemie

Blockierungslésung fur Western Blots Roche, Mannheim

ECL Plus Western Blotting Detektionsreagenz Amersham Biosciences, Freiburg

SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard Invitrogen, USA
Sodiumdodecylsulfat Sigma, Deisenhofen
D1.3 Fertigsysteme

cDNA Markierungs- und Hybridisierungskit R&D Systems, Wiesbaden
CyQuant Cell Proliferation Assay Kit Molecular Probes, USA
DNase Set Qiagen, Hilden

High Pure Plasmid Isolation Kit Roche, Mannheim

22 | Material & Methoden



Kapitel D

iScript™ cDNA Synthese Kit

LC-Primer Set

LC-SybrGreen Kit

NucleoSpin® Exctract II

Oligo GEArray Osteogenesis

ProLong Antifade Kit

RNeasy, QiaShredder, RNase free DNase
VenorGeM, PCR Mycoplasmen-Diagnostik Kit

BioRad, USA
Search-LC, Heidelberg
Roche, Mannheim
Macherey-Nagel, Diren
Superarray, USA
Molecular Probes, USA
Qiagen, Hilden

Minerva Biolabs, Berlin
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D1.4 Zellkultur
D1.4.1 Humane mesenchymale Stammazellen

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) wurden von der Firma Lonza, New Jersey,
USA (friher Cambrex) bezogen. Diese werden aus Knochenmark des posterioren Be-
ckenkamms durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert, wobei ihre Abtrennung von
héamatopoetischen Zellen durch selektive Adharenz an Plastik erfolgt. Die Firma garan-
tiert einen negativen Befund auf HIV, Hepatitis-B und -C, Mycoplasmen, Bakterien und
Pilzen sowie die Differenzierungsfahigkeit dieser Zellen in drei mesodermale Richtungen.
Dabei wird die adipogene Differenzierung durch Lipidvakuolenbildung, die chondrogene
Differenzierung durch Bildung von Kollagen II sowie die osteogene Differenzierung durch

Mineralisierung (Calciumdeposition) nachgewiesen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane mesenchymale Stammzellen einer 19-jéahrigen
Spenderin (Kaukasierin) herangezogen. Die Spenderin war laut Firmenangabe normalge-
wichtig und zeigte keine Anzeichen flir Herzerkrankungen, Diabetes, Krebs, Epilepsie,

andere Organerkrankungen bzw. fir virale oder bakterielle Infektionen.

Wi&hrend der Experimente erfolgte in regelmaBigen Abschnitten die Uberpriifung aller
Zellkulturen auf eine etwaige Mycoplasmen-Kontamination mit Hilfe eines Mycoplasmen-

PCR-Kits der Firma Minerva.

D1.4.2 Humane Osteoblasten

Die Firma PromoCell (Heidelberg) war Zulieferer flir humane Osteoblasten. Diese stamm-
ten von Patienten, die auf Grund einer Arthrose eine Endoprothese erhielten, ansonsten
aber gesund waren. Aus den Knochen, die in der Operation entfernt wurden (fir die vor-
liegende Arbeit aus dem Knie einer 73-jahrigen Spenderin), wurde die Spongiosa in klei-
ne Stlcke zerteilt und in Kulturschalen mit Osteoblastenwachstumsmedium kultiviert.
Nach ca. 2 Wochen begannen die Osteoblasten auszuwachsen und einen Monolayer auf

der Kulturschale zu bilden (Auswuchstechnik).

Die Charakterisierung durch die Firma erfolgt tGber den Nachweis der Osteocalcinexpres-

sion mittels Immunhistochemie sowie durch Beurteilung der Morphologie.

24 | Material & Methoden



D1.4.3 Substanzen der Zellkultur

Ampicillin, Natriumsalz
B-Glycerolphosphat

Bovines Insulin

Bovines Serumalbumin
Dexamethason

Dimethylsulfoxid

Doxyzyclin

Doxyzyclin-freies FBS
Einbettmedium auf Kunstharzbasis
Einbettmedium flir Kryoschnitte
Fotales Kalberserum

Geneticin (G 418)

Hygromycin B

Indomethacin
Insulin/Transferrin/Linolsdure
L-Ascorbinsaure-2-phosphat
L-Glutamin

Lipofectamine™ 2000

L-Prolin
3-Isobutyl-1-Methylxanthin (IBMX)
L-Ascorbinsaure-2-phosphat
L-Glutamin

MSC-Basalmedium

MSC-Growth Supplement (MCGS)
Natriumpyruvat

Osteoblast Growth Medium (OGM)
OGM-Growth Supplement

Penicillin/Streptomycin

Phosphat Buffered Saline Solution (PBS)

Serumalbumin, bovines (Fraktion V)
Serum-freies Medium, DMEM
siRNA-Puffer

Trypsin/EDTA-L6sung

Wnt-3a (murin)

Kapitel D

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

BD Biosciences, USA
BD Biosciences, USA
DPX Mountant, FLUKA
Leica instruments GmbH, Nussloch
Gibco, USA

Gibco, USA

BD Biosciences, USA
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Lonza, USA
Invitrogen, USA
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Lonza, USA

Lonza, USA

Lonza, USA

Sigma, Deisenhofen
PromocCell, Heidelberg
PromocCell, Heidelberg
Lonza, USA

Gibco, USA

Sigma, Deisenhofen
Gibco, Invitrogen, USA
Qiagen, Hilden

Lonza, USA, Gibco, PromoCell
R&D Systems, Wiesbaden
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D1.4.4 Materialien der Zellkultur

0,5 ml Eppendorf Gefal3e

1,5 ml Eppendorf GefaBe

15 ml Falconréhrchen

50 ml Falconréhrchen
Deckglaser, 24 x 60 mm
Deckglaser fur Neubauer Zdhlkammer
Kryokonservierungs-Réhrchen
Pasteurpipetten

Petrischalen (@ 92 mm)
Polystyren Réhrchen, 5 ml
Serologische Pipetten

Spritze (steril, 20 ml)
Sterilfilter (0,2 um)
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Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, NUirnbrecht
Sarstedt, NUirnbrecht
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Nalgene, USA

VWR International, Darmstadt
Sarstedt, NUirnbrecht
BD Falcon, USA
Sarstedt, NUirnbrecht
BD Discardit II
Millipore/Nalgene, USA

Zellkulturflaschen, 75 cm? bzw. 25 cm? Nunc, USA
Zellkulturplatten, 6- und 12-Kavitaten Nunc, USA
D1.5 short interfering RNA-Sequenzen

Alle verwendeten short interfering-RNA (siRNA)-Oligonukleotide wurden von der Firma
Qiagen, Hilden bezogen. Im Falle der nicht zum Stammrepertoire der Firma gehérenden
Sequenzen erfolgte das Sequenzdesign der siRNA-Oligonukleotide mittels eines von der
Firma Qiagen auf ihrer Internetseite zur Verfligung gestellten Spezialsoftware:

http://sirna.giagen.com/jsp/SearchByAccessionNumber.jsp

Negativkontroll-siRNA

DNA-Zielsequenz: 5’-AAT TCT CCG AAC GTG TCA CGT-3~

Sense: 5"-r(UUC UCC GAA CGU GUC ACG U)d(TT)-3"
Antisense: 5"-r(ACG UGA CAC GUU CGG AGA A)d(TT)-3°
Modifikation: keine

Eine Suche mit Hilfe des BLAST-Programms (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) ergab

keine Uberlappung mit Sequenzen aus dem humanen Genom.
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B-Catenin-siRNA

DNA-Zielsequenz: 5"-AAT GGT TGC CTT GCT CAA CAA-3°
Sense: 5°-r(UGG UUG CCU UGC UCA ACA A)d(TT)-3°
Antisense: 5-r(UUG UUG AGC AAG GCA ACC A)d(TT)-3"
Modifikation: sense und antisense: 5 -Phosphatgruppe

Die Zielsequenz entspricht dem Sequenzbereich von 842 - 860 der mRNA von Homo sa-

piens catenin (cadherin-associated protein), beta 1,88 kDa (NM_001904).

LRP5-siRNA

DNA-Zielsequenz: 5°-AAC CAA CGA CCT CAC CAT TGA-3~

Sense: 5"-r(CCA ACG ACC UCA CCA UUG A)d(TT)-3°
Antisense: 5’-r(UCA AUG GUG AGG UCG UUG G)d(TT)-3°
Modifikation: sense und antisense: 5 -Phosphatgruppe

Die Zielsequenz entspricht dem Sequenzbereich von 2.465 - 2.483 der mRNA von Homo
sapiens low density lipoprotein receptor-related protein 5 (NM_002335).
D 1.6 Software zur Transkriptomanalyse

D 1.6.1 Image Scanner Software

Das Einscannen der Arrays erfolgte mit Hilfe des Image Scanners der Firma Amersham

Biotech, Freiburg sowie der Software ,Image Master Labscan 3.0" derselben Firma.

D 1.6.2 ArrayVision

Von der Firma Imagingresearch wurde fir die Analyse der cDNA-Microarrays die statisti-
sche Validierungssoftware , ArrayVision" (Version 6.0) verwendet (St. Catharines, Onta-

rio, Canada).
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D2 Methoden

Sofern keine Referenzen explizit zitiert wurden, ist das Hintergrundwissen zu einzelnen
Schritten der angewandten Methoden bzw. Substanzen, die darin Verwendung fanden,

aus den Bedienungsanleitungen der jeweiligen Firmen bezogen.

Die molekularbiologischen Methoden wurden in der Regel nach Sambrook et al. (,Molecu-
lar Cloning™, 2001) durchgefihrt.

D 2.1 Zellkultur

D 2.1.1 Kultivierung, Expansion und Einfrieren von hMSC
und hOB

Sowohl humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) als auch humane Osteoblasten
(hOB) wurden fir alle Versuche zunachst in Zellkulturschalen und -flaschen geziichtet,
um eine ausreichende Zellzahl zu garantieren. Das Alter wurde in Form von Passagen
dokumentiert. Von den Firmen Lonza bzw. PromoCell wurden je ca. 1.000.000 (hMSC)
bzw. 650.000 (hOB) Zellen in 1 ml Kryokonservierungsmedium in der 1. Passage gelie-
fert. hMSC waren aus dem Knochenmark durch selektive Adhdrenz isoliert und mittels
Durchflusszytometrie auf folgende Oberflachenmolekiile charakterisiert worden: positiv
fur CD29, CD44, CD105 sowie CD166; negativ fir CD14, CD34 und CD45 (Marker hama-

topoetischer Stammzellen).

Zur Aussaat der hMSC bzw. hOB wurde der Inhalt der KryogefaBe zwei Minuten in 37 °C
warmen Wasser an- und schlieBlich bei Raumtemperatur ganzlich aufgetaut. Dieses Vo-
lumen wurde dann in 3 ml (auf 37 °C) vorgewarmtem Wachstumsmedium resuspendiert
und auf drei T75-Kulturflaschen gleichermaBen verteilt. Hierbei wurde jede Kulturflasche
auf ein Gesamtvolumen von 10 ml mit dem jeweiligen Kulturmedium aufgefullt. Nach
erstmaliger Aussaat wurde das Alter der Zellen per definitionem auf Passage 2 festgelegt.
Fir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden humane mesenchymale

Stammzellen der Passage 4 und 5 sowie Osteoblasten der Passage 3 und 4 verwendet.

Nach der ersten Aussaat der kryokonservierten Zellen auf 3 T75-Kulturflaschen erreich-
ten sie eine Bodenbedeckung von ca. 30 %. Die Zellen wurden weitergezlichtet, bis sie
einen Konfluenzgrad von 80 % erreicht hatten. Dabei war, vor allem bei den Oste-
oblasten, darauf zu achten, dass diese Zelldichte nicht Uberschritten wurde, da ansonsten

Differenzierungsvorgange induziert wurden. Der gewlinschte Zustand wurde nach 1,5 -
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3 Wochen erreicht, wobei bei den Osteoblasten anzumerken ist, dass sie deutlich lang-
samer proliferierten. Durch Zell-Zell-Kontakte stellte sich eine ausgepragte Kontaktinhibi-
tion ein. Von der Firma PromoCell wurde eine Zellverdoppelungszeit von 160 Stunden fir

humane Osteoblasten angegeben und fir mehr als 5 Passagen garantiert.

Das Einfrieren der Zellen erfolgte Uber einen Zeitraum von zwei Tagen. Zunachst wurden
die Zellen mittels Trypsin-EDTA abgelést und gezahlt (siehe D 2.1.3). Es wurden jeweils
500.000 Zellen auf ein Kryogefal3 in je 1 ml Einfriermedium verteilt. Das Einfriermedium
bestand zu 85 % aus dem entsprechenden Kulturmedium, 10 % Dimethylsulfoxid
(DMSO) und 5 % bovinem Serumalbumin (BSA). Die Einfrierréhrchen wurden fir zwei
Stunden bei -20 °C, anschlieBend Uber Nacht bei -80 °C gelagert. Tags darauf konnten

sie im flUssigen Stickstoff (-196 °C) eingefroren werden.

D 2.1.2 Zellkulturmedien

Fir die Herstellung des Stammzellwachstumsmediums (MSCBGM) wurden 440 ml Kul-
turmedium der Firma Lonza mit 50 ml fétalem Kaélberserum (FBS), 10 ml L-Glutamin
(200 mM) sowie 0,5 ml Penicillin/Streptomycin (MSCGM Single Quot, Lonza, USA) ver-

vollstandigt.

450 ml Osteoblastenwachstumsmedium der Firma PromoCell wurden mit 50 ml Zusatz,
der ebenfalls fotales Kalberserum sowie 50 ug/ml Gentamycin und 50 pg/ml Amphoteri-

cin B enthielt, versetzt.

Wahrend der Kultur wurde zweimal woéchentlich das Medium gewechselt. Dabei wurde
zunachst das alte Wachstumsmedium unter sterilen Bedingungen abgenommen und da-
nach durch dasselbe Volumen neuen Mediums ersetzt, das vorher auf 37 °C vorgewarmt
worden war. Um gleichbleibende, anndhernd physiologische Bedingungen garantieren zu
kdnnen, wurden die Kulturflaschen in einem Brutschrank aufbewahrt. Dieser hielt die
Temperatur konstant bei 37 °C und die Luftfeuchtigkeit bei 90 % bei einer CO,-Sattigung
von 5 %. Das CO; ist als Anhydrit der Kohlensaure dazu nétig, den pH-Wert auf 7,4 im

Hydrogenkarbonatpuffer des Kulturmediums aufrechtzuerhalten.
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D 2.1.3 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die sogenannte Neubauerzéahlkammer verwendet.
Dafur wurde ein geringer Teil der homogenen Zellsuspension mit einer Glaspipette auf
die Zzahlkammer aufgebracht und die vier Quadrate (in Abb. D 1 grau unterlegt) unter
dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Um die tatsachliche Zellzahl zu ermitteln, wurde der
Mittelwert der vier Quadrate errechnet, indem die Gesamtzellzahl durch vier geteilt wur-
de. Daraufhin wurde das Ergebnis mit 10.000 multipliziert, was der Zellzahl pro Milliliter
Zellsuspension entspricht. Die Zellen wurden sowohl vor der Aussaat als auch vor dem

Einfrieren gezahlt. Fir einen Konfluenzgrad von 30 % wurden 5.000 Zellen/cm? ausge-

sat.
% Abb. D 1: Neubauer-Zahlkammer.
(aus http://www.mta-labor.info)
1 mm2
D 2.2 Differenzierung humaner mesenchymaler
Stammzellen

D 2.2.1 Chemische Differenzierungsinduktion

Anhand etablierter chemischer Methoden sollte die Differenzierungsfahigkeit der hMSC in
verschiedenen Differenzierungsmedien getestet werden. Zum einen wurde daflir das
MSCBGM von Lonza, zum anderen DMEM (high glucose, supplementiert mit PenStrep und
FBS) verwendet. Beide dienten als Basismedien und sollten hinsichtlich des Einflusses auf
die Zellen verglichen werden. 6,3 x 10° hMSC wurden auf insgesamt zehn 12-Kavitaten-
Kulturschalen mit einer Oberfliche von 3,5 cm? pro Kavitat ausgesat. Nachdem diese
eine vollstandige Bodenbedeckung erreicht hatten, wurde die Differenzierung eingeleitet.
Zu diesem Zweck waren auBerdem chemische Zusatze notwendig, die im Folgenden er-

lautert werden.
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D 2.2.1.1 Osteogenese

Je 15 Kavitaten mit hMSC wurden in diesem Versuch mit osteogenem Differenzierungs-
medium kultiviert, wobei sowohl MSCBGM als auch DMEM als Basismedium Verwendung
fanden. Diese Medien wurden jeweils mit den osteogenen Zusatzen supplementiert, die
in Art und Endkonzentration in Tabelle D 1 aufgelistet sind. Pro Kavitdt wurde jeweils
1 ml Medium hinzugegeben und dies nach bereits beschriebener Weise zweimal wéchent-
lich gewechselt. Waren nach Differenzierung qRT-PCR Analysen vorgesehen, erfolgte die
Abnahme der Zellen in 350 ul RLT-Puffer nach vorherigem einmaligen Waschen in PBS

(siehe D 2.2.1).

Tab. D 1: Osteogene Zuséatze und deren Endkonzentration im Medium.

Zusatz Endkonzentration im Medium
Dexamethason 100 nM

B-Glycerolphosphat 10 mM
L-Ascorbinsaure-2-phosphat 50 uM

D 2.2.1.2 Adipogenese

Nach Erreichen der vollstdndigen Konfluenz bestand die adipogene Differenzierung zum
einen aus einer flinftédgigen Stimulierung mit Induktionsmedium und zum anderen in ei-
ner zwei-tagigen Konservierung des Differenzierungsstatus in Erhaltungsmedium. Insge-

samt wurde der Zyklus bis zu dreimal durchlaufen.

Wie unter D 2.1.4.1 wurden hier die Basalmedien (DMEM und MSCBGM) direkt vor der
Verwendung mit Zusatzen supplementiert. Im Unterschied zur osteogenen Differenzie-

rung waren hier zwei verschiedene Medien notwendig (Tabelle D 2 und D 3).

Tab. D 2: Adipogenes Induktionsmedium

Zusatz Endkonzentration im Medium
Dexamethason 1uM

Indomethacin 0,2 mM

Insulin 0,01 mg/ml
3-Isobutyl-1-Methyl-Xanthin (IBMX) 0,5 mM

Tab. D 3: Adipogenes Erhaltungsmedium
Zusatz Endkonzentration im Medium

Insulin 100 pg/ml
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Samtliche untersuchten Zeitpunkte wurden hier und auch bei der osteogenen Differenzie-
rung im Triplikat durchgefiihrt. Fir eine RNA-Isolierung wurden diese in RLT-Lysepuffer
abgelést. Um einen Vergleich mit der korrespondierenden Referenz zu gewdahrleisten,
wurde gleichzeitig dieselbe Anzahl an Kavitaten als Kontrollproben behandelt. Dazu wur-
den die hMSC ohne Differenzierungszusatze entweder in MSCBGM oder in DMEM kulti-

viert.

Zur Verifizierung der Differenzierung fur histochemische Farbungen wurden Zellen in 6-
Kavitaten-Kulturschalen mit 2 ml Kultivierungsmedium auf gleiche Weise behandelt. Dies
erfolgte sowohl in osteogenem als auch adipogenem Medium mit den jeweiligen Kontroll-

proben.

D 2.2.1.3 Chondrogenese

Fir die chondrogene Differenzierung mussten zunachst Zellsedimente hergestellt werden.
Dafur wurden 500.000 hMSC zentrifugiert (5 Minuten bei 600 x g) und die Sedimente
danach in 15 ml Kulturréhrchen mit 2 ml Medium Uber 28 Tage kultiviert. Das Medium
wurde hierbei alle zwei Tage gewechselt. In die Kulturréhrchen wurde nach dem Medi-
umwechsel 1 yl TGF-B3 (20 ug/ml) gegeben, was einer Endkonzentration von 0,01 ug/ml
entsprach. Insgesamt wurden acht solcher Sedimentklgelchen hergestellt. Vier davon
wurden entweder in DMEM oder in MSCBGM mit den entsprechenden Zusatzen differen-

ziert (Tabelle D 4) und die gleiche Anzahl wurde ohne Zusatze (Kontrolle) kultiviert.

Tab. D 4: Chondrogenes Differenzierungsmedium

Zusatz Endkonzentration im Medium
Dexamethason 100 nM

ITS (Insulin, Selenit, Transferrin) 6,25 ng/ml

Natriumpyruvat 1 mM

Linolsaure 5,33 pug/ml
L-Ascorbinsaure-2-Phosphat 0,17 mM

BSA 1,25 mg/ml

L-Prolin 0,35 mM

Die Halfte der jeweiligen Proben war fur gqRT-PCR Analysen vorgesehen, die restlichen
wurden fur die Herstellung von Gefrierschnitten verwendet. Alle Proben, die in RLT-Puffer
lysiert worden waren, konnten zur Aufbewahrung bei -80 °C eingefroren und zu einem

spateren Zeitpunkt fir die RNA-Isolation (siehe D 2.2) verwendet werden.
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D 2.2.2 Alternative Differenzierungsinduktion

D 2.2.2.1 Osteoblasten-konditioniertes Medium

Fir die Herstellung von konditioniertem Medium wurden humane Osteoblasten der 3. und
4. Passage der Firma PromoCell zunachst in Osteoblastenwachstumsmedium Kkultiviert.
Die Konditionierung erfolgte Uber einen Zeitraum von 5 Tagen, nachdem die Zellen etwa
80 % Bodenbedeckung erreicht hatten. Nach der Abnahme wurde das Medium mittels
eines Filters (0,2 um PorengréBe) steril filtriert und anschlieBend flr die Kultivierung von
Stammzellen verwendet. Die Filtration garantiert zum einen die Sterilitdt des abgenom-

menen Mediums und trennt zum anderen Zellfragmente ab.

D 2.2.2.2 Indirekte Kokultur

Hintergrund: Mittels der indirekten Kokultur, sollte nun
ein kontinuierlicher wechselseitiger Informationsaus-
tausch zwischen Osteoblasten und humanen mesenchy-

malen Stammzellen untersucht werden. Zu diesem

Zweck wurde ein Transwellsystem der Firma Corning —hMSC

(NY, USA) verwendet, das aus zwei unterschiedlichen | l6sliche
\| Faktoren

Kompartimenten besteht. Diese Bereiche werden durch hOB

eine Polycarbonatmembran (Flache 4,67 cm?) voneinan-
der getrennt (siehe Abb. D 2). Die Poren der mikropo-
. Abb. D 2: Darstellung des Trans-
rosen, permeablen Membran haben einen Durchmesser  wellsystems. hMSC und hOB ste-
. . . L hen durch indirekte Kokultur mit-
von 0,4 um, was eine Diffusion |8slicher Stoffe gestattet  ejnander in Kontakt.
(gelbe Pfeile), die Wanderung der Zellen von oben nach
unten, oder auch umgekehrt, dagegen verhindert. Der Abstand der Membran von der
Basis der Kulturschale betragt 1 mm. In den Versuchen fanden Einsatze fur 6-Kavitaten-

kulturschalen Verwendung.

Durchfithrung: Fir die Versuche der indirekten Kokultur wurden die beiden Zellspezies
immer am selben Tag ausgesat, d.h. hMSC auf die mikroporése, permeable Membran
und humane Osteoblasten in das untere Kompartiment der Kulturschale. Dabei war dar-
auf zu achten, dass Stammzellen, wie fur Differenzierungsversuche Ublich, eine anna-
hernd vollstandige Bodenbedeckung erreichten (ca. 65.000 Zellen/Insert). Aufgrund der
Hypothese, dass die zu erwartenden Effekte von der Zellzahl der produzierenden Zellen
abhangig sind, wurden Osteoblasten in verschiedenen Konfluenzen ausgesat. Zum Zeit-

punkt der Aussaat wurde dabei eine 40 %ige oder 80 %ige Konfluenz erreicht (entspricht
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64.000 bzw. 128.000 Osteoblasten pro Kavitéat). In der Kontrollgruppe blieb der untere
Bereich unbesiedelt. Nach der Ernte wurden die Zellen fir die quantitative RT-PCR-
Analytik aufbereitet (siehe D 2.2). Zur Gewahrleistung einer ausreichenden Versorgung
mit Nahrstoffen wurden insgesamt 4 ml Medium eingesetzt, wobei zunachst 2,5 ml in den
unteren Bereich und anschlieBend die restlichen 1,5 ml in den oberen Bereich gegeben

wurden.

D 2.2.3 Histochemische Farbungen

D 2.2.3.1 Alizarin-Rot-Farbung

Mit Hilfe der Alizarin-Rot-Farbung sollte die osteogene Differenzierung nachgewiesen
werden. Zellen, die sich entweder in einem fortgeschrittenen Stadium der osteogenen
Differenzierung befinden, oder auch terminal differenzierte Osteoblasten (Osteozyten)
stellen extrazellulédre Matrixproteine (unter anderem Decorin, Kollagen und Osteocalcin)
her, in die sich schlieBlich Calciumphosphat einlagert. Dies wird flir den Nachweis der
osteogenen Differenzierung herangezogen, da mit Alizarin-Rot eben diese Einlagerungen

sichtbar gemacht werden kénnen.

Als Grundlage wurde zunachst eine Stocklésung (40 mM mit pH 4,1) hergestellt. Daftr
wurden 0,411 g Alizarin-Rot-S (M = 342,3 g/mol) der Firma Sigma in einem Gesamtvo-
lumen von 30 ml destilliertem Wasser unter Erhitzen auf 50 °C und stdndigem RUhren
gelost. Mittels eines pH-Meters wurde der pH-Wert unter Zugabe von NaOH bzw. HCI auf

4,1 eingestellt und die L6sung anschlieBend steril filtriert.

Fir die Durchfihrung wurde ein etabliertes Protokoll verwendet (DiGirolamo et al.,
1999). Diesem folgend wurde das Medium abgenommen und dreimal mit 1 ml PBS gewa-
schen. Damit die Zellen sich wahrend und nach der Farbung nicht ablédsen konnten, wur-
den sie mittels ca. 2 ml eiskaltem (-20 °C) 70 %igen EtOH fur 1 Stunde fixiert. Es erfolg-
te ein erneuter Waschschritt mit 1 ml H,O. Daraufhin wurden die Zellen 10 Minuten mit
2 ml der Alizarin-Rot-Stocklésung auf dem Schittler inkubiert. Nach der Abnahme dieser
Lésung wurde erneut dreimal mit 1 ml PBS gewaschen. Sobald beim letzten Waschschritt
kein Farbabgang mehr sichtbar war, wurden die Zellen mit PBS bedeckt und bei +4 °C

aufbewahrt.

34 | Material & Methoden



Kapitel D

D 2.2.3.2 Oil-Red-O-Farbung

Die Oil-Red-O-Farbung dient zur Darstellung aller Lipide, da die Ldslichkeit dieses Farb-
stoffes in Lipiden héher ist als im Lésungsmittel. Zur Durchfiihrung wurde zunéchst eine
0,3 %ige Stockldsung hergestellt. Zu diesem Zweck wurden 150 mg Qil-Red-O eingewo-
gen und mit 50 ml Isopropanol unter Rihren vermischt. Diese Losung ist bei Raumtem-
peratur etwa einen Monat verwendbar. Aus dieser Stockldsung lieB sich nun eine Arbeits-
[6sung herstellen, indem zu 12 ml Stocklésung 8 ml H,O gegeben wurden. Nach
10-mindtiger Inkubation wurde die Losung filtriert. Diese nun 0,2 %ige Lésung war nur
mehr 3 Stunden haltbar.

Nach Abnahme des Kulturmediums und kurzer Trocknung an der Luft wurden die Zellen
2 Minuten mit Formalin bei -20 °C fixiert. Das Formalin wurde abgenommen und die Zel-
len wurden anschlieBend mit 50 %igem EtOH gewaschen. Nach diesem Waschschritt er-
folgte die Farbung der Zellen mit der 0,2%igen Oil-Red-O-Arbeitslésung fir etwa 20 Mi-
nuten bei RT. AbschlieBend wurden zwei Waschschritte durchgeflhrt, der erste wiederum
mit 50 %igem EtOH, der zweite mit Aqua dest., wobei die Zellen ca. 1 Minute lang ge-
schwenkt wurden. Um die Farbung betrachten zu kdnnen, wurden die Zellen mit Aqua
dest. bedeckt und bei +4 °C aufbewahrt.

D 2.2.3.3 Toluidinblau-Farbung

Die Toluidinblau-Farbung wird besonders fiir Gewebe verwendet, die Knorpelgrundsub-
stanz, Schleimdrisen, Becherzellen oder Mastzellgranula enthalten. In dieser Arbeit dien-
te diese Farbung zum Nachweis der chondrogenen Differenzierung. Die Farbesubstanz
enthalt Thiazinfarbstoffe, wodurch ein metachromatischer Farbeeffekt erreicht wird. Die-
ser Effekt lasst auf negative Valenzen und ihre besonders dichte Lagerung (< 0,4 nm)
schlieBen. Damit kédnnen z. B. Mukopolysaccharide (vor allem sulfatierte) wie Glykosami-

noglykane nachgewiesen werden.

Fir die Untersuchung wurden die chondrogenen Sedimente sowie ihre Kontrollen verar-
beitet (sieche D 2.1.4.3). Um sie durchfihren zu kénnen, mussten die Zellsedimente zu-
nachst zu 12 ym dinnen Gefrierschnitten verarbeitet werden. Zu diesem Zweck wurden
die Proben am Vortag in eine Lésung aus PBS, Tween 20 und 5 % Saccharose bei 4 °C
eingelegt. Am Folgetag wurde auf den Stempel der Gefrierschnittvorrichtung, die zuvor
auf -21 °C abgekihlt worden war, eine geringe Menge des Einbettmediums fiur Kryo-

schnitte (Jung) gegeben. Gleichzeitig wurde die Probe mit einer Pipette vorsichtig aus der
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Lésung genommen und nach kurzem Anfrieren auf die Mitte des Einbettmediums gege-
ben. Nachdem die Probe vollsténdig gefroren und die Schnittebene richtig eingestellt
worden war, wurde die Probe in 12 ym dinne Schichten geschnitten. Die Schnittschich-
ten wurden anschlieBend auf einen Objekttrager gelegt, auf dem sie bei -20 °C aufbe-

wahrt werden konnten.

Die eigentliche Farbung erfolgte auf den Objekttragern. Zunachst wurden diese fur 3 Mi-
nuten in 1 %iger Toluidinblaulésung eingelegt. Danach wurde bis zu 120 Minuten mit
Leitungswasser gewaschen, bis sich keine Farbschlieren mehr ablésten. Alle 10-20 Minu-
ten wurde dabei das Wasser gewechselt. Nach der Trocknung mit Filterpapier wurden die
Schnitte mit neutralem Einbettmedium auf Kunstharzbasis (DPX) und einem Deckglas
fixiert.

D 2.2.3.4 Van Kossa-Farbung

Das Prinzip des histochemischen Nachweises von Calzium in Karbonaten oder Phosphaten
mittels der Van Kossa-Farbung besteht darin, dass Calziumionen gegen Silberionen aus-
getauscht werden und diese anschlieBend zu metallischem Silber reduziert werden. Hier

kann z. B. Licht als Reduktionsmittel dienen.

Vor der Durchfihrung wurden die Zellen zunachst einmal mit PBS gewaschen. Danach
erfolgte eine 15-mindtige Inkubation in Methanol und eine 20-mindtige Inkubation in
H,O. Daraufhin wurden die Zellen fir 5 Minuten in Silbernitrat in Dunkelheit angefarbt.
Nach zweimaligem Waschen flir je 3 Minuten in H,O wurden die Zellen fir 5 Minuten in
1 %iger Pyrogallollésung inkubiert. Es folgte ein einmaliger Waschschritt fir 3 Minuten in
Aqua dest. und die Fixierung in NaOH fur 4 Minuten. Wiederum wurden die Proben zwei-
mal flr 3 Minuten in Leitungswasser gewaschen, anschlieBend erfolgte eine Kerngegen-
farbung mit Maygrinwaldlésung fir 10 Minuten. Nach einem letzten Waschschritt fur

3 Minuten mit Aqua dest. wurden die Zellen in Aqua dest. bei +4 °C aufbewahrt.
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D 2.3 Whnt-Signaltransduktion und osteogene
Differenzierung

D 2.3.1 Induktion des Wnt-Signaltransduktionsweges

In diesen Versuchen wurde Wnt3a als bekannter Aktivator des kanonischen Wnt-Signal-
weges verwendet. Hierfir wurden hMSC ausgesat und, sobald diese eine vollstandige
Konfluenz ausgebildet hatten, Uber einen Zeitraum von 7 Tagen mit einer Konzentration
von 150 ng/ml rmWnt-3a behandelt. Diese Konzentration war zuvor in der Promotionsar-
beit von Dr. Marisa Karow in unserer Arbeitsgruppe etabliert worden. Die Zellen wurden
dann an Tag 1, 3 und 7 geerntet und wie unter D 2.2 beschrieben, Total-RNA fir gRT-

PCR-Analysen isoliert.

D 2.3.2 Transfektion von hMSC mit siRNA gegen g-Catenin
und LRP5

Prinzip: 2006 wurde flr die Entdeckung der RNA-Interferenz der Nobelpreis fir Medizin
& Physiologie an die beiden US-Amerikaner Andrew Z. Fire (Stanford-Universitat) und
Craig C. Mello (University of Massachusetts Medical School, Worcester) verliehen. Unter
natirlichen Bedingungen spielt die RNA-Interferenz beim Abwehrmechanismus gegen
Virusinfektionen, der Regulierung von Erbfaktoren und bei der Kontrolle von mobilen
DNA-Elementen in Zellen eine zentrale Rolle. Im Labor dagegen kann dieser Mechanis-
mus dazu verwendet werden, um mittels small interfering ribonucleic acids (siRNA) ge-
zielt Gentranskription auszuschalten oder zumindest (Gber einen gewissen Zeitraum her-
abzuregulieren. Zur Transfektion der siRNAs wurde in der vorliegenden Arbeit die Lipo-
fektion verwendet. Das Prinzip dieser Technik basiert auf der Wechselwirkung der anioni-
schen Nukleinsduren und des kationischen amphiphilen Transfektionsreagenzes. Durch
eine Komplexbildung werden Mizellen generiert, die endozytotisch von der Zelle aufge-
nommen werden kdnnen. Somit kénnen kinstlich synthetisierte siRNA-Sequenzen von
21 bp in die Zelle eingebracht werden. Die Transfektion solcher siRNAs induziert eine
hochspezifische zelluldare Antwort, namlich die RNA-Interferenz (RNAi), bei der die geziel-
te Degradation eines spezifischen mRNA-Transkriptes ausgeldst wird. Dies bewirkt eine

massive Abnahme des Genproduktes, was auch als Knockdown bezeichnet wird.

Durchfithrung: Die hMSC wurden einen Tag vor der Transfektion in 6-Kavitaten-Kultur-
schalen bis zu einer 30 %igen Konfluenz ausgesat. Am Tag darauf erfolgten zunachst die
Mediumabnahme und ein einmaliges Waschen mit PBS. Danach wurden die Zellen mit
1,5 ml Stammzellwachstumsmedium versorgt. Zuvor war bereits der Transfektionsansatz

vorbereitet worden. Insgesamt mussten hierzu drei verschiedene Lésungen in speziellen
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Transfektionsréhrchen aus Polystyrol vorbereitet werden. Pro Kavitdt bestand der Ansatz
aus 250 pyl DMEM (ohne Zusatze) und 2,5 pl siRNA (entweder gegen B-Catenin, gegen
LRP5 oder ohne gegen ein spezifisches Zielgen gerichtet). In einem separaten Transfek-
tonsréhrchen wurden flir die pro Kavitat zu transfizierende hMSC jeweils 250 pl DMEM
mit 5 pl Lipofectamine 2000 vermischt. Danach wurden je 250 ul des Lipofectamine 2000
Ansatzes zu den siRNA-Ansatzen pipettiert und fur 20 Minuten inkubiert. Nach der Inku-
bation wurden die 500 pl des Transfektionsansatzes vorsichtig in die Kavitaten, die zuvor
mit 1,5 ml Kultivierungsmedium versorgt worden waren, tropfenweise zugegeben und fur
6 Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Danach wurde das Medium
abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und flr einen Tag 2 ml Stammzellwachs-

tumsmedium pro Kavitat zugegeben (Hoelters et al., 2005; Karow, 2008).

Um die Differenzierungsfahigkeit der Zellen nach dem Knockdown Uberprifen zu kénnen,
war es notwendig, die Zellen von 6-Kavitaten-Kulturplatten auf 12-Kavitaten-Kulturplat-
ten umzusiedeln. Dadurch wurde ein hdéherer Konfluenzgrad (ca. 90 %) erreicht. Fortan
wurden die Zellen entweder mit konditioniertem Osteoblastenmedium (siehe D 2.4.1),
mit osteogenem Differenzierungsmedium (siehe D 2.2.1.1; im Weiteren zur besseren
Unterscheidung auch chemisches Differenzierungsmedium CD genannt) oder zu Kontroll-

zwecken mit Osteoblastenwachstumsmedium flir sieben Tage behandelt.

D 2.3.3 B-Cateninbestimmung mittels Western Blot

Hintergrund: Bei dieser Methode werden denaturierte Proteine in einem Polyacrylamid-
gel durch angelegte elektrische Spannung (Elektrophorese) voneinander getrennt. Dabei
spielt die Masse der Proteine die entscheidende Rolle. Nach der Separation werden sie
auf eine Membran (meist Nitrocellulose) transferiert, was das eigentliche blotting dar-
stellt. Die Bindung der Proteine an die Membran wird durch hydrophobe Wechselwirkun-
gen sowie Wasserstoff-Bricken-Bindungen vermittelt. Auf dieser Membran kdénnen ein-
zelne Proteine anschlieBend durch spezifische Bindung mit Antikérpern nachgewiesen
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode eingesetzt, um unterschiedliche

B-Cateninspiegel in der Zelle nachzuweisen.

Durchfithrung: Zunachst wurden die Zellen Gber einen Zeitraum von 1, 3 und 7 Tagen
mit konditioniertem Medium, Osteoblastenwachstumsmedium bzw. Stammzellwachs-
tumsmedium kultiviert. An den jeweiligen Tagen wurden die Zellen, wie unter D 2.1 be-
schrieben, abgenommen, in PBS resuspendiert und zu Aliquots & 20.000 Zellen in Eppen-
dorfgefdBe aufgeteilt. Nach einem Zentrifugationsschritt und Abnahme des Uberstandes

wurden die Zellsedimente in Proteinlysispuffer (D 1.2.3) geldst. Zu den Proben wurden
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5 upl Lammli-Auftragspuffer gegeben und fir 5 Minuten bei 95 °C gekocht. Die Proben
wurden anschlieBend auf 8 %ige SDS-Gele aufgetragen. Zusatzlich zu den Proben dien-
ten 7 pl SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard als Molekulargewichtsmarker. Die Gele wur-
den in die Western Blot-Apparatur eingespannt und fir 15 Minuten bei 80 V, danach er-
folgte die Elektrophorese fiir ca. 1 Stunde bei 140 V. Sobald die blaue Lauffront das unte-
re Ende erreicht hatte, wurden die Elektrophorese gestoppt, das Sammelgel abgetrennt
und das Trenngel auf eine Nitrocellulosemembran aufgelegt. Danach wurde diese Anord-
nung zwischen je zwei Filterpapiere und Schwamme in die Blottingapparatur einge-
spannt. Zuvor waren Filterpapiere, Schwamme und Membran in Blotting-Puffer fir ca.
15 Minuten eingelegt worden. Jede Membran wurde fur genau 1,5 h bei 70 mA geblottet.
Nach dem Transfer wurde die Membran zweimal fir 10 Minuten in TBS-Puffer gewaschen
und anschlieBend 1 h in Blockierlésung (TBS + 3 % BSA) bei Raumtemperatur geblockt.
Vor der Zugabe der Priméarantikdrper B-Catenin und B-Actin Uber Nacht musste die
Membran noch zweimal fir 10 Minuten in TBS-Tween/Triton-Puffer und einmal flr
10 Minuten in TBS-Puffer gewaschen werden. Die Primé&rantikdérper wurden in einer Ver-
dinnung von 1:750 (p-Catenin) und 1:400 (B-Actin) zur Blockierlésung gegeben. Die
Ubernachtinkubation erfolgte bei +4 °C. Danach wurde ein zweimaliges Waschen in TBS-
Tween/Triton-Puffer und ein einmaliges Waschen in TBS-Puffer durchgefthrt. Der Zwei-
tantikbérper donkey anti-goat HRP wurde in einer Verdinnung von 1 : 15.000 zur Blo-
ckierldsung gegeben und fir 1 Stunde bei Raumtemperatur unter konstanter Bewegung
inkubiert. AbschlieBend fanden vier weitere Waschschritte in TBS-Tween/Triton-Puffer
statt.

Zur Detektion wurden 2 ml ECL-Plus tropfenweise auf die Membran gegeben, fir 1 Minu-
ten manuell geschuttelt und nach Lufttrocknung in Klarsichtfolie verpackt. AnschlieBend
wurde ein spezieller Chemilumineszenzfilm aufgelegt und dieser in der Dunkelkammer
belichtet. Fir optimale Resultate wurde die Expositionszeit zwischen 30 Sekunden und 45

Minuten variiert.
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D 2.4 Nachweis spezifischer Genexpression mittels
qRT-PCR und Microarray

D 2.4.1 Quantitative RT-PCR

D 2.4.1.1 RNA-Isolierung

Zur vollstandigen Lyse der Zellen fand der RLT-Lysis-Puffer Verwendung. Dieser besteht
aus RLT-Puffer sowie B-Mercaptoethanol (Verhaltnis 100:1). Die Total-RNA-Isolation
konnte entweder direkt im Anschluss an die Lyse oder auch nach Auftauen der Zellen, die
lysiert bei -80 °C aufbewahrt wurden, durchgefihrt werden. Zur Isolation wurde der
RNeasy Mini Kit (Firma Qiagen) verwendet. Nach Zugabe des Lysats auf eine mitgeliefer-
te Qia-Shredder-Saule wurde diese 2 Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Darauf folgte
die Zugabe von 1 Vol (=350 pl) 70 %igem EtOH sowie eine grindliche Vermischung der
beiden Volumina. Das Gesamtvolumen (700 pl Lésung) wurde danach auf eine Zentrifu-
gationssaule, die in einem 2 ml ReaktionsgefaB steckte, Uberflihrt und fir 15 Sekunden
bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das abzentrifugierte Eluat wurde verworfen. AnschlieBend
wurden 350 pl RW1-Puffer auf die Zentrifugationssaule gegeben, diese 15 Sekunden
zentrifugiert (Waschschritt 1) und das Eluat wiederum verworfen. Der folgende Schritt
war notwendig, um etwaige DNA-Kontaminationen durch eine DNAse-Behandlung zu ent-
fernen. Die DNAse-Lésung bestand je Probe aus 10 uyl DNase I Stocklésung und 70 pl
RDD-Puffer. Nach der Zugabe dieses DNase-Inkubationsmixes (80 ul) wurde 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dieser Zeit wurde zunachst 350 ul RW1-Puffer auf
die Zentrifugationssaule gegeben und nach einer Zentrifugation von 15 Sekunden bei
maximaler Geschwindigkeit (Waschschritt 2) wurde das Eluat mitsamt dem Sammelgefald
verworfen. Nachdem die Saule auf ein neues SammelgefaB transferiert worden war, wur-
den 500 pl RPE-Puffer zugegeben und 15 Sekunden bei maximaler Geschwindigkeit ab-
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wiederum verworfen und der Schritt wiederholt. Da-
nach wurde die Sdule mit SammelgefaB3 1 Minuten lang trocken zentrifugiert. Im letzten
Schritt wurde die Zentrifugationsséule auf ein neues SammelgefaB3 aufgesetzt. FlUr die
Elution der RNA von der Saule wurden 50 ul RNase-freies Wasser auf die Zentrifugations-
saule gegeben. Nach einminltiger Inkubation erfolgte hierzu ein Zentrifugationsschritt

(2 Minuten, maximale Geschwindigkeit).

Direkt im Anschluss wurde die optische Dichte (OD) der Lésung im Spektralphotometer
vermessen und durch den Vergleich verschiedener Absorptionsspektren unterschiedlicher
Wellenldnge auf Sauberkeit und Menge des Lysates geschlossen. Das Photometer der

Firma Eppendorf misst Absorptionen bei 230 nm (Phenol), 260 nm (Nukleinsauren),

40 | Material & Methoden



Kapitel D

280 nm (Protein) sowie 320 nm (Tribung). Idealerweise sollte die OD 260 (OD = opti-
sche Dichte) zwischen 0,1 und 1,0 liegen, was bei diesen Proben erflllt wurde. Bei einem
Quotienten von Azegg nm/A280 nm ZWischen 1,8 und 2,2 kann von einer proteinfreien RNA-
Loésung ausgegangen werden. Azso nm/A230 nm groBer 2 bedeutet, dass die Probe frei von

Phenolen ist.

D 2.4.1.2 cDNA-Synthese

Fir die cDNA-Synthese wurde der iScript cDNA Synthesis Kit von BioRad verwendet. Die-
ser besteht aus einem Puffer, nukleasefreiem Wasser und iScript reverser Transkriptase.
Letzteres ist ein vom moloney murine leukemia virus (MMLV) abgeleitetes Enzym (eine
RNA-abhangige DNA-Polymerase, die cDNA von einer einzelstréngigen RNA syntheti-
siert), das mit einem RNase Inhibitor vermischt ist. Diese reverse Transkriptase ist ein
RNAse H*-Enzym, was eine groBere Sensitivitdt beinhaltet als RNAse H-Enzyme. Deshalb
reichen schon geringere Mengen RNA zur cDNA-Synthese aus. Der Reaktionsmix enthalt
auBerdem ein Gemisch aus oligo (dT)-Nukleotiden und random Hexamere, um die cDNA-

Synthese zu initiieren.

In dieser Arbeit wurden RNA-Mengen von 300 - 500 ng eingesetzt. Wurde dabei ein Vo-
lumen von 12 pl Gberschritten, so mussten die Proben eingedampft werden, d. h. durch
das Verdampfen von H,0 bei 50 °C unter Vakuum auf das gewiinschte Volumen verrin-
gert werden. Zum Volumen der RNA-L&sung wurden auBerdem 4 pl 5x iScript Reakti-
onsmix und 1 ul iScript Reverse Transkriptase gegeben. Um ein Gesamtvolumen von

20 pl zu erreichen, wurde mit nukleasefreiem Wasser aufgefillt.

D 2.4.1.3 qRT-PCR mittels LightCycler

Prinzip: Die quantitative RT-PCR wurde mit Hilfe des LightCyclers (Roche) durchgefiihrt.
Dabei wird die bei den einzelnen PCR-Zyklen entstandene Produktmenge mit Hilfe des
Einbaus eines interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffes bestimmt, wodurch die Kopienzahl
der urspringlich eingesetzten Matrize quantifiziert werden kann. Es handelt sich bei die-
sem fluoreszierenden Farbstoff um das sogenannte SybrGreen I. SybrGreen I ist ein
asymmetrischer Cyaninfarbstoff mit der Summenformel C3;H3,N4S*. Dies begiinstigt eine
spezifische Primerbindung wahrend des Annealing-Schrittes in jedem PCR-Zyklus.
SybrGreen I interkaliert in doppelstrangige DNA-Molekile unter der Absorption von blau-
em Licht (Wellenlange Amax = 494 nm) und der Emission von griinem Fluoreszenzlicht
(Amax = 521 nm) (Zipper et al., 2004). Mit zunehmender Zyklenzahl und damit steigen-

den Mengen an spezifischem doppelstrangigem Produkt nimmt demnach auch die Fluo-
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reszenz zu, die im LightCycler-System detektiert werden kann. Uber die Verdiinnungsrei-
he eines Standards mit genau definierter Kopienzahl wird eine Eichkurve erstellt, anhand
derer bestimmt werden kann, wie viele Kopien der Matrize urspriinglich in der Probe vor-
lagen. Da SybrGreen I nicht nur in spezifische Produkte, sondern auch in Primerdimere
und doppelstrangige Nebenprodukte interkaliert, erfolgte im Anschluss an die quantitati-
ve RT-PCR ein Nachweis der Spezifitat der generierten Produkte Uber die Schmelzkur-
venanalyse. Die PCR-Bedingungen im LightCycler richteten sich nach den Angaben des

far die RT-PCR bendtigten Primerset-Herstellers Search-LC (www.search-LC.de).

Da unterschiedliche Mengen an cDNA eingesetzt wurden und um Ergebnisse einzelner
Proben besser vergleichen zu kédnnen, wurde zu jeder Probe das sogenannte Housekee-
ping-Gen Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bestimmt. Dieses diente
als interner Standard, da angenommen wird, dass seine Expression weitgehend unab-
hangig von externen Faktoren ist. Somit wurde ein Quotient aus der Kopienzahl des un-
tersuchten Gens zu der jeweiligen Kopienzahl des Housekeeping-Gens gebildet und in

Relation gesetzt.

Durchfithrung: Unabhangig von der Menge der fir die cDNA-Synthese eingesetzten
RNA wurde jeweils 1 pl der cDNA-L6sung mit Aqua dest. auf 5 yl aufgefillt. Dieses Volu-
men wurde in die dafur vorgesehenen LightCycler-Glas-Kapillaren pipettiert und mit 5 pl
eines PCR-Ansatzes erganzt, was zu einem Gesamtvolumen von 10 pl pro Kapillare fahr-
te. AbschlieBend wurde jede Kapillare mit einem Plastikstopfen verschlossen. Die PCR-
Stockldsung setzte sich aus 3 yl Aqua dest., 1 ul Primer Set und jeweils 1 pl Light-Cycler
FastStart DNA Master SYBR Green I der Firma Roche zusammen, das neben SybrGreen I
die DNA-Polymerase, PCR-Puffer und dNTPs enthielt. MgCl, lag in allen Anséatzen in einer
Endkonzentration von 1 mM vor. AnschlieBend wurden die Kapillaren vier Minuten bei
660 x g und 4 °C zentrifugiert, um die Lé6sung mit einem Gesamtvolumen von 20 pl in
die Spitze der Kapillaren zu transferieren. Nach erfolgter Zentrifugation wurden die Kapil-
laren in das dafur vorgesehene Karussell gebracht und in die LightCycler-Apparatur ge-
stellt. Die PCR-Bedingungen blieben bei allen Experimenten unverandert. In jedem Light-
Cycler-Lauf mussten Kontrollen mitgefihrt werden, wobei humane cDNA als Positiv- und

Aqua. dest. als Negativkontrolle diente.
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D 2.4.2 Osteogenese-Microarray
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Experimentelles Prinzip: Zunachst wurde aus den Zellen Total-RNA isoliert, wobei der-
selbe Ansatz verwendet wurde wie unter D 2.4.1 beschrieben. Die Total-RNA wurde an-
schlieBend in cDNA umgeschrieben und mittels PCR amplifiziert. Nach diesem Schritt
wurde ausgehend von der cDNA unter Zugabe von RNA-Polymerase Biotin-16-UTP-
markierte RNA hergestellt. Nach einem Waschschritt konnte die so markierte antisense
RNA (aRNA) oder complementary RNA (cRNA) weiterverwendet werden (s. Abb. D 4). Fur
cDNA-Synthese, RNA-Amplifikation und RNA-Markierung wurde der TrueLabeling-AMP™

Linear RNA Amplification Kit verwendet.

D 2.4.2.1 Versuchsdurchfithrung

a) RNA-Denaturierung
In ein PCR-SammelgefaB wurden 3,0 ug Gesamt-RNA und 1,0 ul G1 Puffer pipettiert und
auf ein Gesamtvolumen von insgesamt 10 ul mit RNase-freiem Wasser aufgeflllt. Nach

2-3-maligem Auf- und Abpipettieren wurden die Proben kurz zentrifugiert und 10 Minuten
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bei 70 °C inkubiert. Um eine Ausbildung von Sekundarstrukturen der RNA zu vermeiden,

wurden die Proben sofort danach auf Eis gestelit.

b) cDNA-Synthese
Fir den nachsten Schritt wurden je Probe die in Tabelle D 5 angegebenen Substanzen

und Puffer zusammengestellt.

Tab. D 5: Ansatz zur cDNA-Synthese.

cDNA Synthesis Master Mix Pro Arrayprobe (in ul)
RNase-freies H,O 4

5x cDNA Synthesis Buffer (G3) 4

RNase Inhibitor (RI) 1

cDNA Synthesis Enzyme Mix (G2) 1

Gesamtvolumen 10

Dieser Reaktionsansatz wurde ebenfalls gemischt, kurz anzentrifugiert und auf Eis gela-
gert. Zu den 10 ul cDNA Master Synthesis Mix wurden 10 ul Reaktionsansatz aus a) hin-
zugefugt, wiederum 2-3-mal auf- und abpipettiert, anzentrifugiert und 50 Minuten bei
42 °C inkubiert. Danach konnten die Proben entweder bei -20 °C gelagert oder direkt zu

Schritt ¢) Ubergegangen werden.

c) cRNA Synthese

Die ReaktionsgeféaBe wurden zunachst 5 Minuten lang auf 37 °C erwarmt. FUr die Durch-
fihrung dieses Schrittes war es wiederum nétig, zunachst einen Gesamtreaktionsansatz
herzustellen (s. Tab. D 6).

Tab. D 6: Ansatz fiir den Amplifikationsansatz.

Amplification Master Mix Pro Array (in ul)
2,5x RNA Amplification Buffer (G4) 16

Biotin-16-UTP 2

Amplification Enzyme Mix (G5) 2
Gesamtvolumen 20

Wie bereits beschrieben, wurde dieser Mix gemischt und anzentrifugiert. In jedes PCR-
Sammelgefall wurden dann 20 pl hinzugegeben, was zu einem Gesamtvolumen von 40 pl

fihrte. Dieses wurde mindestens 4 Stunden bei 37 °C erwarmt.
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d) cRNA Reinigung

Um die cRNA aufreinigen zu kénnen, wurden nun 60 ul RNase-freies Wasser zu jeder
Probe pipettiert, dieses Volumen in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 Uberfihrt und auf Eis gela-
gert. Nach der Zugabe von 350 pl lysis & binding buffer (G6), abermaligem Mischen und
Anzentrifugieren wurden sofort 350 ul 100 %iges EtOH beigemischt und der gesamte
Ansatz auf eine Zentrifugationssaule Ubertragen. Nachdem diese auf ein Sammelgefa3
aufgesetzt worden war, wurde sie ~30 Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert, der Durch-
fluss verworfen und 600 pl working solution (G17) hinzugefligt. Danach wurde wiederum
~30 Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert, der Durchfluss verworfen und 200 ul des Puffers
G17 zugegeben. Diesmal erfolgte die Zentrifugation fir ~3 Minuten bei 11.000 g. Der
Durchfluss wurde mitsamt Sammelgefal3 entsorgt und die S&aule auf ein Elutionsgefald
Ubergesetzt. Nun wurden 50 ul RNase-freies Wasser auf das Zentrum der Saule pipet-
tiert, 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und ~1 Minute bei 8.000 g zentrifugiert.
Die aufgereinigte cRNA wurde bei -20 °C aufbewahrt (aus Stabilitdtsgrinden maximal fur
4 Tage).

e) Qualitatskontrolle

Zur Uberpriifung der Qualitdt wurde 1 pl jeder cRNA-Probe in 49 pl TE-Puffer (pH 8.0)
verdinnt. Von den Verdinnungen wurden dann in einem Photometer (Fa. Eppendorf) die
optischen Dichten (OD) bei 230, 260 sowie 280 nm vermessen. Die Konzentration der
Probe wurde folgendermaBen ermittelt: Azso X 40 (Absorptionskoeffizient von RNA) x 50
(Verdinnungsfaktor). Die Reinheit der Proben war dann gewahrleistet, wenn die Quotien-

ten A260/A280 und A260/A230 jeweils 2.0 oder gr('jBer waren.

f) Uberpriifung der cRNA Markierungseffizienz

In einem weiteren Test wurde die Markierungseffizienz der cRNA Uberprift, d. h. es wur-
de getestet, bis zu welchem Verdinnungsgrad eine Detektion mdglich war. Zunachst
wurde 1 pul der biotinylierten cRNA zu 19 pl 1 x Agarosegel Ladepuffer (1:20 Verdin-
nung) gegeben. Gleichzeitig wurde eine Verdinnungsreihe vorbereitet, indem jeweils
15 pl des 1 x Agarosegel Ladepuffers in ein SammelgefaB gegeben wurden. Von der ur-
sprunglichen 1:20-Verdinnung wurden 5 pl zu 15 pl im ersten Reaktionsgefal3 pipettiert,
nach mehrmaligem Mischen 5 pl in das nachste Reaktionsgefall usw. Insgesamt wurde
der Schritt viermal vollzogen. Damit erhielt man eine Verdinnungsreihe von 1:80, 1:320,
1:1280 und 1:5120. Von diesen vier Verdinnungen wurde jeweils 1 pl auf eine positiv
geladene HyBond Nylonmembran aufgetragen, ca. 20 Minuten luftgetrocknet und mittels
der Chemilumineszenzdetektion (Beschreibung siehe C 2.4.3 i) nachgewiesen. War eine
Probe bei einer Verdinnung von 1:1280 oder sogar bei 1:5120 sichtbar, konnte davon

ausgegangen werden, dass der Microarray ebenfalls gute Signale lieferte.

Material & Methoden | 45



Kapitel D

g) Pra-Hybridisierung

Zunachst wurde die Membran mit 5 ml deionisiertem H,O im mitgeliefertem Hybridisie-
rungsrohrchen angefeuchtet und anschlieBend fur > 5 Minuten invertiert stehen gelas-
sen. Gleichzeitig wurde die GEAhyb-Hybridisierungslésung im Wasserbad auf 60 °C er-
warmt und wahrend dieses Vorgangs einige Male zur gleichmaBigen Erwdrmung gedreht.
Nach Entfernen des Wassers aus dem Hybridisierungsrohrchen wurden 2 ml der erwarm-
ten Hybridisierungsldsung hinzugegeben, kurz gemischt und fur 1-2 Stunden unter konti-

nuierlichem Schutteln im Hybridisierungsofen bei 60 °C inkubiert.

h) Hybridisierung

750 pl erwarmte Hybridisierungslésung wurden mit 6 pug der Biotin-markierten cRNA ver-
mischt. Nach Entfernung der Pra-Hybridisierungslésung wurde dieser Reaktionsansatz
hinzugegeben und wiederum bei 60 °C unter kontinuierlichem Rotieren Uber Nacht im

Hybridisierungsofen inkubiert.

Fir die nun folgenden Waschschritte mussten zuvor die Waschlésungen 1 (2 x SSC, 1 %
SDS; Herstellung: 10 ml 20 x SSC, 5 ml 20 % SDS, 85 ml ddH,0) und 2 (0,1 x SSC,
0,5 % SDS; Herstellung: 0,5 ml 20 x SSC, 2,5 ml 20 % SDS, 97 ml ddH;0) auf 60 °C
erwarmt werden. Die Waschschritte erfolgten wiederum fir jeweils 15 Minuten im Hybri-
disierungsofen, zunachst mit 5 ml Waschlésung 1 und anschlieBend mit 5 ml Waschlé-
sung 2. Wahrenddessen musste sorgsam darauf geachtet werden, dass die Membran im
Hybridisierungsréhrchen verblieb, um ein Austrocknen zu vermeiden. Der Hybridisie-
rungsreaktionsansatz konnte bei -20 °C flr einen weiteren Microarray aufbewahrt wer-

den.

i) Chemilumineszenz-Nachweis

Gleichzeitig zum letzten Waschschritt erfolgte die Erwarmung der GEAblocking Solution Q
auf 37 °C im Wasserbad. Nachdem die Waschlésung 2 verworfen worden war, wurden
2 ml der vorgewarmten GEAblocking Solution Q zugegeben und 40 Minuten lang schit-
telnd inkubiert. Zur selben Zeit wurde der 5 x Buffer F auf 1 x mit Aqua dest. verdinnt.
Pro Array waren dabei 16 ml zum Waschen und weitere 2 ml zur Verdinnung der
Phosphatase-konjugierten Streptavidin-Lésung (AP-SA) notwendig. AP-SA wurde dabei in
einer Verdinnung von 1 : 8.000 verdinnt. Nach Verwerfen der Blockierlésung Q wurden
2 ml der AP-SA Buffer F Lésung zugegeben und 10 Minuten unter kontinuierlichem
Schitteln inkubiert. AnschlieBend erfolgten vier Waschschritte mit je 4 ml 1x Buffer F flr
5 Minuten Danach wurde noch zweimal mit 3 ml Buffer G gewaschen und zum Schluss

erfolgte die Zugabe von 1,0 ml des Chemilumineszenzsubstrats CDP-Star fir 5 Minuten.

46 | Material & Methoden



Kapitel D

Nachdem die Membran vollstandig an der Luft getrocknet war, wurde sie in Frischhaltefo-
lie verpackt und mittels Auflegen eines speziellen Chemilumineszenzfilms in der Dunkel-
kammer belichtet. Um optimale Belichtungsergebnisse zu erzielen, wurde die Expositi-

onsszeit zwischen 2 und 30 Minuten variiert.

D 2.4.2.2 Bioinformatische Versuchsauswertung

Prinzip: Die Microarrays werden eingescannt und mit Hilfe der Scanner-Software ,Image
Master Labscan™ der Firma Amersham Biosciences bearbeitet. Die Scanner-Einstellungen
betragen 1.200 dpi flir die Aufldsung und die Sicherung der Arrays erfolgt als 8-bit Bild-
datei. Die primare Auswertung der Microarray-Rohdaten wird mit Hilfe des Analyse-
Programms ArrayVision Version 6.0 der Firma Imaging Research, USA durchgeflihrt. Das
Programm arbeitet mit allgemeingultigen Tif-Formaten (Bilddateien), die in separate Ka-
néle (Channels) eingeladen werden. Innerhalb von ArrayVision kann fur die Auswertung
ein Analyseprotokoll erstellt werden, dessen Festlegung im Protocol Editor geschieht.
Mittels des Protocol Managers konnen die fur den jeweiligen Versuch abgespeicherten
Protokolle ausgewahlt und verwendet werden. In einem abschlieBenden Schritt berechnet

ArrayVision die sich aus den zuvor festgelegten Parametern ergebenden Daten.

Durchfithrung: Die eingelesenen und im Tif-Format abgespeicherten Bilder der einzel-
nen Arrays wurden in das Softwareprogramm eingeladen, wobei alle Bilder nach dem
gleichen Prinzip bearbeitet wurden. Neben Informationen Uber die Struktur der Arrays
(Anordnung in Reihen und Spalten) und rédumlichen Parametern (Abstédnde der Spots)
beinhaltete das Analyseprotokoll aufgefihrte MaBeinheiten (Intensitdt jedes einzelnen
Spots, Hintergrund- und Referenzwerte) sowie das Format, in welches die Daten expor-
tiert werden sollten. Um mit Hilfe des Programms eine korrekte Bewertung der Intensitat
jedes einzelnen Spots zu erlangen, musste eine Schablone fir die Anordnung der Mess-
punkte angepasst werden. Diese Schablone bestand aus einer kreisformigen Umrahmung
jedes Messpunktes, wobei die einzelnen Dimensionen im Analyseprotokoll festgelegt
wurden. Um eine korrekte Quantifizierung flir jeden Spot zu erreichen, musste die
Schablone exakt auf jedem Spot positioniert sein. Nach Festlegung aller bendétigten Pa-
rameter berechnete ArrayVision die erforderlichen Daten und flihrte diese in einer Daten-

tabelle in Excel (Microsoft Office) auf.
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D 2.5 Statistik

Soweit nicht anders vermerkt, wurden die Versuche im Triplikat durchgefthrt. Vorteil
dieser Vorgehensweise ist es, dass aus den Resultaten ein Mittelwert mitsamt einer
Standardabweichung bestimmt werden kann. Zur Auswertung wurde ein Tabellenkalkula-
tionsprogramm (Microsoft Excel) verwendet. In den Abbildungen wurden Mittelwert und
Standardabweichungen graphisch aufgetragen. Aus diesen Werten lieB sich mittels des
T-Tests ermitteln, ob die Abweichungen der Proben von den Kontrollzellen signifikant
* (p < 0,05) oder hochsignifikant ** (p < 0,01) waren.

Um endogene stoffwechselbedingte Schwankungen des jeweiligen Zielgens auszuschlie-
Ben, wurden zusatzlich sog. Housekeeping-Gene (GAPDH, B-Actin) gemessen und ein

Quotient aus Zielgen und Housekeeping-Gen gebildet.
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E Ergebnisse

E1l Chemische Differenzierungsinduktion der hMSC in
den Basalmedien DMEM und MSCBGM

Um den Einfluss von Kulturmedien auf die chemische Differenzierungsinduktion zu evalu-
ieren, wurden die Basalmedien DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) und MSCBGM
(mesenchymales Stammzellmedium) eingesetzt und die mRNA-Expression spezifischer
Marker fur die osteogene, adipogene und chondrogene Differenzierung von hMSC unter-
sucht sowie entsprechende histochemische Farbungen der differenzierten Zellen durchge-
fuhrt.

E1l.1 Osteogene Differenzierung

Wie bereits unter D 2.1.4 beschrieben, wurden hMSC in 12-Kavitaten-Kulturschalen aus-
gesat und Uber 4, 7, 14 und 21 Tage osteogen differenziert. Von diesen Proben wurde
nach RNA-Isolation und cDNA-Synthese mittels der LightCycler-Technologie die Expressi-
on der Alkalischer Phosphatase (AP) und des Housekeeping-Gens GAPDH bestimmt. Da-
bei wurden die AP-Werte in Relation zu den jeweiligen GAPDH-Werten gesetzt.

Aufgrund der groBen Expressionsunterschiede zwischen Kontrollansatz und osteogener
Differenzierung in DMEM-Medium wurde fiir die y-Achse zur besseren Ubersicht die loga-
rithmische Darstellung gewahlt (Abb. E 1). Ausgehend von Tag 0, an dem alle Zellen in
etwa gleichviel mRNA fur AP produzierten, wiesen die osteogen differenzierten Zellen ab
Tag 4 bis zu Tag 14 eine vielfach hdhere Expression auf. Am Tag 7 erreichte dieser Un-
terschied sein Maximum mit einer 280-fachen Induktionsrate. Ab Tag 14 verringerte sich
dieser Unterschied wieder, bis die AP-Expression der differenzierten Proben am Tag 21

beinahe wieder ihr Ausgangsniveau erreicht hatte.

Grundsatzlich konnte bei der Verwendung von MSCBGM als Basalmedium ein &hnlicher
induktiver Verlauf der AP beobachtet werden (Abb. E 2). Allerdings waren die Unterschie-
de zwischen osteogen differenzierten hMSC und Kontrollzellen weniger stark ausgepragt
(maximal 9,54-facher Anstieg am Tag 14). Zudem war ein signifikanter Einbruch des
frihen osteogenen Markers AP am Tag 7 unter das Niveau der nicht differenzierten Zellen

zu beobachten.
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Abb. E 1: Osteogene Differenzierung in DMEM-Medium. Auf der x-Achse aufgetragen sind die Abnahme-
zeitpunkte in Tagen, die y-Achse stellt das Verhaltnis von Zielgen zum Housekeeping-Gen GAPDH (Ratio) dar.
Am Tag 4, 7 und 14 produzieren die differenzierten Zellen signifikant mehr Alkalische Phosphatase (AP) im
Vergleich zu den Kontrollzellen.
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Abb. E 2: Osteogene Differenzierung in MSCBGM-Medium. Auf der x-Achse aufgetragen sind die Abnah-
mezeitpunkte in Tagen, die y-Achse stellt das Verhaltnis von Zielgen zum Housekeeping-Gen GAPDH (Ratio)
dar. Am Tag 4 und 14 produzieren die differenzierten Zellen signifikant mehr mRNA fur Alkalische Phosphatase
(AP) als die Kontrollzellen.

Im Rahmen der Standardabweichung produzierten hMSC, die in DMEM-Medium bzw.
MSCBGM-Medium kultiviert worden waren, gleich hohe mRNA-Level von AP am Tag 0.
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E1.2 Adipogene Differenzierung

In diesem Versuch wurden hMSC, wie unter E 1.1 beschrieben, in einer 12-Kavitatenkul-
turschale ausgesat und ebenfalls bis zu 21 Tagen differenziert. Als Kontrollzellen dienten
dieselben hMSC, die bei der osteogenen Differenzierung als Referenz herangezogen wor-
den waren. Als Basismedium wurde wiederum DMEM bzw. MSCBGM verwendet. An den
jeweiligen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und fir quantitative RT-PCR Analysen
aufbereitet. Um eine beginnende adipogene Differenzierung der Zellen nachweisen zu
kénnen, wurde der adipogene Transkriptionsfaktor PPAR-y gemessen. Damit die Werte
untereinander vergleichbar waren, wurden die PPAR-y-Daten auf die Werte des House-

keeping-Gens GAPDH standardisiert.

Ab Tag 4 zeigte sich im DMEM-Ansatz eine deutlich erhéhte Expression von PPAR-y in
adipogen differenzierten Zellen im Vergleich zu undifferenzierten hMSC. Dieser Unter-
schied nahm im Differenzierungsverlauf noch weiter zu. Ein Maximum der PPAR-y-
Expression war am Tag 21 zu beobachten. Hier war PPAR-y 190-fach starker exprimiert
als in undifferenzierten hMSC (Abb. E 3).

Grundsatzlich zeigte die PPAR-y Expression in MSCBGM als Basalmedium einen &hnlichen
Verlauf. Sie nahm in adipogen differenzierten Zellen stetig zu und stieg von Tag 0 bis
Tag 4 um das ca. 200-fache an. Zwischen Tag 4 und Tag 21 nahm sie nhoch um den Fak-
tor 3,8 zu. Somit bestand der maximale Unterschied im Vergleich zu undifferenzierten
Zellen bereits an Tag 4. Ein weiterer Unterschied wies der Expressionsverlauf von PPAR-y
in den Kontrollzellen auf. Diese prasentierten an Tag 7 einen ungewdhnlich hohen Wert.
An den ubrigen Zeitpunkten (Tag 4, 14 und 21) zeigte sich jeweils eine deutlich geringe-
re Induktion von PPAR-y (Abb. E 4).
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Abb. E 3: Adipogene Differenzierung in DMEM-Medium. Die Differenzierung wurde Uber einen Zeitraum
von 21 Tagen durchgefiihrt. Die Expression von PPAR-y wurde auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
Kontrollen sind in schwarz, differenzierte Zellen in hellgrau dargestellt. Ab Tag 4 besteht eine signifikante Erho-
hung des Markers bei adipogen differenzierten Zellen.
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Abb. E 4: Adipogene Differenzierung in MSCBGM-Medium. Die Differenzierung wurde lber einen Zeitraum
von 21 Tagen durchgefuhrt. Kontrollen sind in schwarz, differenzierte Zellen in hellgrau dargestellt. An Tag 4,
7, 14 und 21 zeigte sich, dass adipogen differenzierte Zellen signifikant héhere Expressionen von PPAR-y (nor-
miert auf das Housekeeping-Gen GAPDH) aufweisen als die jeweiligen Kontrollzellen.
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E1.3 Chondrogene Differenzierung

Die chondrogene Differenzierung der hMSC wurde wie unter D 2.1.4 beschrieben in Kul-
turréhrchen durchgeftihrt. Zur Beurteilung des Differenzierungsstatus wurde das Expres-
sionsniveau von Aggrecan bestimmt. Aggrecan ist ein Proteoglykan, das vor allem in
Knorpel zu finden ist und aus Chondroitinsulfat und Keratansulfat besteht. Es bildet einen
Komplex mit Hyaluronsdaure und Kollagen-Typ-II-Fasern. Die Bestimmung erfolgte mittels
gRT-PCR im LightCycler. Zur Standardisierung wurde das Housekeeping-Gen GAPDH be-
stimmt. Auffdllig waren die hohe Expression von Aggrecan in DMEM an Tag 0 sowie ein
leichter Abfall am Tag 28 (Abb. E 5). Bei der Verwendung von MSCBGM als Basalmedium
war eine deutlich niedrigere Expression von Aggrecan an Tag 0 zu beobachten. Demge-
genlber stand eine enorme Zunahme der Aggrecan-Expression an Tag 28 (Abb. E 5).
Berechnet man den Unterschied zwischen Tag 0 und Tag 28, so lasst sich ein 1,64 x 10°-

faches Ansteigen der Aggrecanexpression feststellen.

1e+2

I Tag 0

e+1 [ Tag 28
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Abb. E 5: Chondrogene Differenzierung in MSCBGM und DMEM-Medium. Die Darstellung zeigt einen
starken Anstieg des Markers Aggrecan von Tag 0 auf Tag 28 in Zellen mit MSCBGM als Basalmedium. Dagegen
ist die Expression von Aggrecan in DMEM an Tag 0 zunéachst hdher, fallt aber am Tag 28 wieder leicht ab. Die
Aggrecan-Werte sind auf die Werte des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
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E1.4 Histochemische Farbung differenzierter hMSC
El1.4.1 Van Kossa-Farbung osteogen differenzierter hMSC

An den jeweils untersuchten Zeitpunkten der osteogenen Differenzierung erfolgte die
sofortige van Kossa-Farbung. In den Abb. E 6A + B (linke Spalte) sind die Tage 4 - 14
wahrend der osteogenen Differenzierung abgebildet. Deutlich erkennbar war zum einen,
dass die Zellen mit der Dauer der Differenzierung ihre Morphologie veranderten. Dies
kam durch das merklich kantigere und schroffere Erscheinungsbild zum Ausdruck, was
auch auf vermehrte Kalziumeinlagerungen schlieBen lieB. Zwischen Tag 14 und 21 verlo-
ren die osteogen differenzierten hMSC zunehmend ihre Adhasionsfahigkeit und organi-
sierten sich zu osteogenen Zellhaufen. Ein Unterschied bezliglich der Basalmedien DMEM
bzw. MSCBGM war nicht ersichtlich.

Im Vergleich dazu war bei den jeweils undifferenzierten hMSC, die in DMEM bzw.
MSCBGM kultiviert wurden, nur eine Zunahme der Zellzahl im Sinne einer Proliferation zu
erkennen. Die hMSC behielten ihr spindelférmiges, langgestrecktes Aussehen (Abb. E 6A
+ B, rechte Spalte).

A) DMEM B) MSCBGM

Osteogen differenziert Kontrolle Osteogen differenziert Kontrolle

Tag 4

Tag 7

Tag 14

Abb. E 6: Differenzierungs- und Proliferationsstatus von humanen mesenchymalen Stammzellen.
Gezeigt sind die Zeitpunkte Tag 4, Tag 7 sowie Tag 14. Balken = 50 um.
A) DMEM: hMSC wurden entweder mit chemischen Zusatzen osteogen differenziert (links) oder in
reinem Basalmedium (DMEM) Uber denselben Zeitraum kultiviert (rechts). Der Nachweis der Diffe-
renzierung erfolgte durch van Kossa-Farbung.
B) MSCBGM: Analog zu A) erfolgte hier die Differenzierung bzw. Kultivierung der hMSC in
MSCBGM als Basismedium. An Tag 14 konnte keine osteogen differenzierte Probe ausgewertet
werden, da diese bakteriell verseucht war.
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E1.4.2 Oil-Red-O-Farbung adipogen differenzierter hMSC

Mit der Qil-Red-O-Farbung ldsst sich die adipogene Differenzierung durch die spezifische
Anfarbung intrazelluldrer Fettvakuolen nachweisen. Die Abb. E 7A und B zeigen die Zeit-
punkte Tag 4 (A), 7 (B), 14 (C) sowie 21 (D). Dabei ist zu erkennen, dass zunachst an

Tag 4 keine Anfarbung der Fettvakuolen mdglich war.

Ab Tag 7 erschienen die ersten rot gefarbten Fettvakuolen, die zunachst schwach (Tag
7), spater sehr deutlich und kraftig (Tag 21) ausgepragt waren. Mit fortschreitender Dif-
ferenzierung nahmen die Vakuolen in den einzelnen Zellen nicht nur an GréBe zu, son-
dern immer mehr Zellen bildeten auch Fettvakuolen aus. Dies flihrte zu einem homoge-
nen Verteilungsmuster der rot angefarbten Fettvakuolen. Am Tag 21 waren etwa 70 %
der hMSC soweit differenziert, dass sie mit zahlreichen roten Fettvakuolen gefillt waren.
Diese hier beschriebenen Effekte liessen sich sowohl bei Verwendung von DMEM (Abb. E
7A) als auch von MSCBGM (Abb. E 7B) als Basismedium beobachten.

A) DMEM B) MSCBGM

Abb. E 7: Oil-Red-O-Farbung adipogen differenzierter hMSC.
A) DMEM: DMEM diente als Basismedium. Die Aufnahmen erfolgten in 20-facher VergréBerung am
Tag 4 (A), Tag 7 (B), Tag 14 (C) und Tag 21 (D). Balken = 50 um.
B) MSCBGM: MSCBGM diente als Basismedium. Die Aufnahmen erfolgten in 20-facher VergréBerung
am Tag 4 (A), Tag 7 (B) und Tag 14 (C) sowie in 40-facher VergréBerung am Tag 21 (D). Balken =
50 um.
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D 1.4.3 Toluidinblau-Farbung chondrogen differenzierter hMSC

Nach der Durchfihrung der chondrogenen Differenzierung, wurden die Zellsedimente
mittels der Gefriertechnik zu Schnitten verarbeitet und anschlieBend mit Toluidinblau
angefarbt. Als Kontrolle dienten hier Zellsedimente, die Uber denselben Zeitraum im je-
weiligen identischen Kulturmedium jedoch ohne Zuséatze kultiviert worden waren. Die
Schnittbilder chondrogen differenzierter hMSC lassen eine blau-violette Farbung mit dun-
kelblau leuchtenden Zellkernen erkennen. Die Zellsedimente umschlieBend hatte sich
eine Membran aus faserartigen Strukturen gebildet (besonders deutlich in Abb. 8A rechts
oben). Auf den Kontrollbildern war eine dhnliche Struktur nicht ersichtlich. Hier zeigten
die Zellen ein deutlich aufgelockerteres Erscheinungsbild und waren nicht zu einer festen

Struktur assoziiert.

Wurden die Differenzierungsversuche mit DMEM als Basismedium durchgefihrt (Abb. E
8A), so entstand eine wesentlich breitere duBere Membran sowie ein dichter gepacktes
Zellsediment im Inneren, das einen hyalinen Eindruck hinterlasst. Wurde hingegen
MSCBGM als Kultivierungsmedium verwendet (Abb. E 8B), so enstanden eher gréBere

und luftigere Schnittbilder, was sich auch in den Kontrollen zeigte.

A) DMEM B) MSCBGM

chondrogene

Differenzierung &t

Kontrolle

Abb. E 8: Toluidinblau-Farbung chondrogen differenzierter hMSC. Die obere Reihe zeigt chondrogen
differenzierte Zellen, mit einer AusschnittsvergréBerung auf der rechten Seite. Unten ist die ebenfalls gefarbte
Kontrolle zu sehen. Balken = 100 um.
A) DMEM: obere Reihe nach 28-tagiger Kultivierung in chondrogenem Differenzierugnsmedium; in
der unteren Reihe Kultivierung im Basismedium DMEM uber denselben Zeitraum als Kontrolle.
B) MSCBGM: Analog zu A) in der oberen Reihe chondrogen differenzierte hMSC, in der unteren
Reihe die Kontrolle. Zur Kultivierung wurde das Basismedium MSCBGM verwendet.
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E 2 Alternative osteogene Differenzierung von hMSC

Als alternative osteogene Differenzierung sollten hier Ansatze dienen, die auf den Einsatz
von supplementierten, chemischen Zusédtzen zum Medium verzichteten. So wurde zum

einen durch Osteoblasten konditioniertes Medium verwendet.

Zum anderen sollte untersucht werden, ob die indirekte Kokultur von hOB und hMSC,
ebenfalls ohne chemische Zusatze, einen Einfluss auf das Differenzierungsverhalten der

Stammazellen hatte.

E 2.1 Kultivierung von hMSC in konditioniertem Osteoblasten-
Wachstumsmedium (kOGM)

In einem Vorversuch wurde zunachst geprift, ob eine 14-tdgige Kultivierung von hMSC
mit mesenchymalem Stammzellmedium (MSCBGM) bzw. Osteoblasten-Wachstumsme-
dium (OGM) nicht-konditioniert bzw. konditioniert durch humane Osteoblasten (hOB)
einen Einfluss auf das mRNA-Expressionsmuster von Alkalischer Phosphatase (AP) zeigt.
Wie in Abb. E 9 zu sehen ist, stieg die Expression von AP nach Kultivierung der hMSC in
beiden Medien signifikant an, nachdem die Medien durch Osteoblasten konditioniert wor-

den waren.

Vergleicht man die unterschiedlichen Basalmedien untereinander, so lieB sich kein signifi-
kanter Unterschied feststellen. Aus diesem Grunde wurden flur alle folgenden Versuche,
die mit konditioniertem Medium oder in indirekter Kokultur durchgefiihrt wurden, OGM
verwendet. Ausschlaggebendes Kriterium daflr war, dass sich humane Osteoblasten bes-

ser in OGM kultivieren lieBen.
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Abb. E 9: Vergleich der mRNA-Expression von Alkalischer Phosphatase (AP) nach Kultivierung von
hMSC in MSCBGM bzw. OGM mit und ohne Osteoblasten-Konditionierung. Gemessen wurden die Ex-
pressionslevel von Alkalischer Phosphatase (AP) nach Normierung auf das Housekeeping-Gen GAPDH. Es zeigte
sich jeweils eine signifikante Induktion von AP, nachdem die Zellen in hOB-konditioniertem MSCBGM- bzw.
OGM-Medium kultiviert worden waren. Kontrollen in schwarz, konditioniertes Medium in grau.

Fir die weitere Durchfihrung der Versuche mit konditioniertem Osteoblasten-
wachstumsmedium (kOGM) wurde eine laborinterne standardisierte Vorgehensweise
festgelegt. Diese beinhaltete, dass das Medium finf Tage durch hOB konditioniert wurde,
die bis dahin eine ca. 70 %ige Konfluenz erreicht hatten. Das so konditionierte Medium

wurde zweimal pro Woche wahrend der Stammzelldifferenzierung gewechselt.

Um den Differenzierungsverlauf auf molekularer Ebene zu verfolgen, wurde zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten das Expressionsniveau verschiedener osteogener Marker mittels
gRT-PCR gemessen. Darunter befanden sich friihe osteogene Marker wie Alkalische
Phosphatase (AP), Bone Sialoprotein 2 (BSP-2) und Leptin-Rezeptor (LR), die spateren
Marker Decorin (DCN) und Osteocalcin (OCN), der osteogene Transkriptionsfaktor
(Runx2/Cbfa-1) und die Cysteinprotease Cathepsin K (CTSK).
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Im Rahmen dieses standardisierten Verfahrens konnte das Ergebnis des Vorversuches
bezlglich der AP bestatigt werden. Zu jedem Zeitpunkt beginnend mit Tag 4 war AP im
Vergleich zur Kontrolle deutlich induziert mit einer maximalen Induktion auf das
4,3-fache am Tag 7 (Abb. E 10). Die Expression der AP zeigte eine Steigerung bis Tag
21, wahrend sie am Tag 28 wieder leicht abfiel. Vergleichend hierzu wies die AP-
Expression in nicht-konditioniertem Medium eine deutlich geringere Zunahme bis zum
Tag 28 auf. Zusammenfassend betrachtet war die AP-Expression von hMSC, die in KOGM
kultiviert wurden ab Tag 4 immer signifikant héher im Vergleich zu hMSC, die im Kon-

trollmedium (OGM) gehalten wurden.
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Abb. E 10: Expressionsverlauf von AP nach Kultivierung von hMSC in konditioniertem (kOGM) bzw.
nicht-konditioniertem Osteoblasten-Wachstumsmedium. Eine signifikant héhere Expression von AP-
mRNA zeigte sich bei Verwendung von kOGM (grau) im Vergleich zur Kontrolle (nicht-konditioniertes OGM;
schwarz) von Tag 4 bis Tag 28. Die Expressionslevel von AP wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH
normiert.

Analog zur AP wurden die Expressionsniveaus von Leptin-Rezeptor (LR) und Cathepsin K
(CTSK) in mit KOGM- bzw. nicht-konditioniertem OGM Kkultivierten hMSC bestimmt. Der
Leptin-Rezeptor zeigte dabei einen insgesamt ansteigenden Expressionsverlauf, wobei
am Tag 4 und 7 eine signifikante Induktion um den Faktor 3,1 bzw. 2,4 durch die Kulti-
vierung der hMSC beobachtet wurde (Abb. E 11A).
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Cathepsin K dagegen wies in kOGM kultivierten hMSC einen sprunghaften Anstieg zwi-
schen Tag 1 und Tag 4 um das 18,9-fache auf (Abb. E 11B). AnschlieBend halbierte sich
die Expression von Tag 4 auf Tag 7 und eine zweite Halbierung zeigte sich im Zeitinter-
vall von Tag 7 - 14. Trotz dieses Abflachens war die Expression von CTSK in den Kontrol-
len am Tag 4 sowie Tag 7 immer noch um das 2,7- bzw. 2,2-fache signifikant niedriger

als in den Zellen, die mit kOGM kultiviert wurden.
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Abb. E 11: mRNA-Expression von Leptin-Rezeptor bzw. Cathepsin K nach Kultivierung von hMSC in
konditioniertem (kOGM) bzw. nicht-konditioniertem Osteoblasten-Wachstumsmedium.

A) Leptin-Rezeptor: Der LR zeigte eine signifikant erhdhte Expression am Tag 4 und 7 nach Kultivierung
in KOGM (grau) im Vergleich zur Kontrolle (schwarz).

B) Cathepsin K: Bei CTSK war die Expression am Tag 4 und 7 nach Kultivierung in kOGM (grau) signifi-
kant erhdht gegenuber der Kontrolle (schwarz) und nahm wahrend der spaten Phase der osteogenen Dif-
ferenzierung wieder ab.

Die Expressionslevel von LR und CTSK wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
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In Abb. E 12 ist ein genereller Anstieg der Marker Uber die Zeit, sowohl bei Decorin
(DCN) als auch bei Runx2, zu beobachten. Wahrend bei DCN (Abb. E 12A) der durch
kOGM induzierte Expressionsanstieg eher kontinuierlich erfolgte und die Kontrollen an
Tag 4 und 7 ein signifikant niedrigeres Expressionsniveau aufwiesen (1,8-/1,7-fach),
zeigte Runx2 (Abb. E 12B) einen sprunghaften Anstieg von Tag 4 auf 7 um den Faktor 3.
Allerdings blieb im Rahmen der Standardabweichung die Expression von Runx2 in den
Kontroll- und kOGM-Proben auf gleichem Niveau.
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Abb. E 12: mRNA-Expression von Decorin (DCN) und Runx2 nach Kultivierung von hMSC in konditio-
niertem (kOGM) bzw. nicht-konditioniertem Osteoblasten-Wachstumsmedium.

A) Decorin: Am Tag 4 und 7 war eine signifikant erhohte Expression von DCN in mit kOGM Kkultivierten

hMSC (grau) zu beobachten, wahrend sich am Tag 1 und 14 keine Abweichung von den Kontrollen
(schwarz) ergaben.

B) Runx2: Bei der Runx2-Expression waren zwischen Kontrollzellen (schwarz) und mit kOGM kultivierten
Zellen (grau) keine wesentlichen Unterschiede zu detektieren.

Die Expressionslevel von DCN und Runx2 wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
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Analog der Ergebnisse anderer friher osteogener Marker wie AP stiegen die Expressionen
von Bone Sialoprotein 2 (BSP-2) bis Tag 14 deutlich an (Abb. E 13A). Ab Tag 4 war die
Kopienzahl von BSP-2 bei hMSC, die mit konditioniertem OGM behandelt worden waren,
signifikant héher im Vergleich zu unstimulierten Kontrollzellen. Dabei ergaben sich Induk-
tionswerte von 1,9-fach (Tag 4) bis 3,2-fach (Tag 14). Anders gestaltete sich der Verlauf
des spaten osteogenen Marker Osteocalcin (OCN). Uber den Zeitraum von 14 Tagen pen-
delten die Induktionsraten, wobei nur am Tag 4 ein statistisch signifikanter Unterschied

zu verzeichnen war (Abb. E 13B).
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Abb. E 13: mRNA-Expression von Bone Sialoprotein 2 (BSP-2) und Osteocalcin (OCN) nach Kultivie-
rung von hMSC in konditioniertem (kOGM) bzw. nicht-konditioniertem Osteoblasten-Wachstumsme-
dium (Kontrolle).

A) BSP-2: Von Tag 4 bis 14 war eine signifikant erhohte Expression von BSP-2 in mit KOGM kultivierten
hMSC (grau) zu beobachten. Sowohl die Expressionen der Kontrollen (schwarz) als auch der stimulierten
hMSC (grau) stiegen uUber den Zeitraum hin an.

B) OCN: Im Rahmen der Standardabweichung variierte das Expressionsniveau von OCN mit Ausnahme
von Tag 4, an dem sich bei stimulierten hMSC eine signifikante Expressionssteigerung ergab, nicht.

Die Expressionslevel von DCN und Runx2 wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
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E 2.2 Indirekte Kokultur von hMSC und hOB

In einem Vorversuch im Transwellsystem wurden hMSC (iber einen Zeitraum von einer
Woche mit hOB kokultiviert. Fir die Kokultur der hMSC wurden zum einen hOB in unter-
schiedlicher Anzahl in das untere Kompartiment eingesetzt (64.000 und 128.000 pro Ka-
vitdt). Zum anderen wurden hMSC statt der hOB in derselben Anzahl eingesetzt, so dass
hMSC mit hMSC kokultiviert wurden. Als Negativkontrolle diente ein Transwellsystem, in

dem nur das obere Kompartiment mit hMSC besiedelt worden war.

Abb. E 14 zeigt, dass es nur durch die Kokultur mit einer hohen Zahl (128.000) an Oste-
oblasten zu einem signifikanten Anstieg der mRNA von Alkalischer Phosphatase (AP)
kam. Eine Kokultivierung mit hMSC im unteren Kompartiment hatte keinen Einfluss auf
das Expressionsverhalten von AP. Deshalb wurden alle standardisierten weiteren Versu-

che in Kokultur mit hOB durchgefliihrt, wobei OGM als Kulturmedium verwendet wurde.
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Abb. E 14: mRNA-Expression der Alkalischen Phosphatase (AP) in der indirekten Kokultur. Alle Ver-
suche wurden im Duplett durchgefuhrt, wobei die dargestellten Werte Mittelwerte reprasentieren. Eine starke
Induktion der AP zeigte sich bei der Kokultur von hMSC mit 128.000 hOB im unteren Kompartiment. Als Kul-
turmedium wurde OGM verwendet. Die Kontrolle wurde ohne Zellen im unteren Kompartiment gehalten.

Die AP-Werte wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
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Zur Analyse des Einflusses von hOB auf hMSC mittels indirekter Kokultur im zeitlichen
Verlauf wurden unterschiedliche Zahlen von Osteoblasten in den unteren Teil des Trans-
wellsystems ausgesat (64.000 und 128.000). Entsprechend ergaben sich Konfluenzen
von 40% bzw. 80%. Die Quantifizierung der AP-Expression in hMSC (128.000) im oberen
Kompartiment ergab, dass dieser Marker von Tag 4 bis 14 um den Faktor 14 zunahm
(Abb. E 15). Gleichzeitig war erkennbar, dass die Werte der AP-Expression in den indirekt
kokultivierten hMSC deutlich Gber denen in den Kontrollen (ohne hOB im unteren Kom-
partiment) lagen. Am Tag 7 konnten Zunahmen vom 3,9-fachen bis zum 7-fachen ge-
messen werden. Fur die Induktion der AP zeigte sich eine partielle Korrelation mit der
Anzahl der eingesetzten hOB, wobei eine hohere hOB-Zahl weitgehend mit einer héheren
AP-Expression in den hMSC einherging. Am Tag 7 lieB sich eine signifikant erhéhte Zu-
nahme der AP-Expression mit der doppelten Anzahl an hOB erreichen. Am Tag 14 zeigten
die mit hOB kokultivierten hMSC eine noch starkere Induktion der AP-Expression, die

jedoch unabhangig von der hOB-Zahl war.
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Abb. E 15: mRNA-Expressionsverlauf der Alkalischen Phosphatase (AP) in der indirekten Kokultur.
Die AP-Expressionswerte wurden jeweils auf entsprechende GAPDH-Werte standardisiert. Als Kulturmedium
wurde OGM verwendet (Grau: Kokultur mit 64.000 hOB; hellgrau: Kokultur mit 128.000 hOB; bei den Kontrol-
len befanden sich keinerlei hOBs im unteren Kompartment).

Der frihe osteogene Marker Leptin-Rezeptor (Abb. E 16A) zeigte ein ahnliches Expressi-
onsmuster wie die Alkalische Phosphatase. Uber die Zeit stieg dessen Expressionsniveau
um das etwa 8-fache der Ausgangswerte von Tag 4 an. Am Tag 14 waren signifikante
Unterschiede zwischen der Kontrollprobe und den mit 64.000 bzw. 128.000 hOB kokulti-
vierten Proben erkennbar. Dabei ergaben sich Leptin-Rezeptor-Induktionsraten zwischen
von 1,95- bzw. 2,8-fach (Tag 14). Es lieBen sich jedoch keine signifikanten Unterschiede
in Abhangigkeit von der hOB-Zahl ermitteln, wenngleich eine héhere hOB-Zahl tenden-
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ziell mit einer stérkeren Expression des Leptin-Rezeptors in den kokultivierten hMSC ein-
herging.

Die mRNA-Level von Cathepsin K (CTSK) in hMSC, die mit hOB kokultiviert worden wa-
ren, zeigten eine relativ kontinuierliche Zunahme Uber die gemessene Zeit in allen Pro-
ben (Abb. E 16B). Am Tag 4 war die CTSK-Expression bei doppelter hOB-Anzahl deutlich
erhdht, wéhrend am Tag 7 beide indirekt kokultivierten Proben eine vergleichbare CTSK-
Induktion aufwiesen. Der Tag 14 prasentierte im Rahmen der Standardabweichung gleich

hohe Expressionen.
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Abb. E 16: mRNA-Expressionsverlauf von Leptin-Rezeptor und Cathepsin K in der indirekten Kokul-
tur.

A) Leptin-Rezeptor (LR). Zwischen Tag 4 und 14 konnte eine 8-fache Induktion der Expression
beobachtet werden. Signifikante Unterschiede waren zudem an den Tagen 7 (2,4-fach im Vergleich
zur Kontrolle) und 14 (1,95- bzw. 2,8-fach im Vergleich zur Kontrolle) zu verzeichnen.

B) Cathepsin K (CTSK). Tendenziell zeigten alle mit hOB kokultivierten hMSC im Vergleich zu den
Kontrollen (nicht-signifikant) erhdhte CTSK-Level.

Die Expressionslevel von LR und CTSK wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
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Die Expressionswerte des frihen osteogenen Markers Bone Sialoprotein 2 (BSP-2) stie-
gen Uber den Zeitraum von 14 Tagen hin deutlich an. Dabei war ersichtlich, dass hdéhere
hOB-Zahlen in der Kokultur auch mit héheren Induktionsraten einhergingen (2,4-fach an
Tag 7 bzw. 8,9-fach an Tag 14). Gleichfalls lieB sich beobachten, dass die BSP-2-
Expression Uber die Zeit hin zunahm (Abb. E 17A). Im Vergleich dazu waren die Expres-
sionsraten bei Osteocalcin (OCN) Uber den Zeitraum von 14 Tagen innerhalb der jeweili-

gen Standardabweichung unveréndert (Abb. E 17B).
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Abb. E 17: mRNA-Expression von Bone Sialoprotein 2 (BSP-2) und Osteocalcin (OCN) nach indirek-
ter Kokultur.

A) BSP-2: Bei zunachst gleichem Expressionsniveau an Tag 4, zeigte sich eine signifikante Expressionsin-
duktion an Tag 7 bei 64.000 hOB. An Tag 14 war eine signifikante BSP-2 Induktion sowohl bei indirekter
Kokultur mit 64.000 als auch 128.000 hOB zu beobachten.

B) OCN: Innerhalb der Standardabweichung lieBen sich keine Unterschiede in den Expressionsniveaus von
OCN feststellen.

Die Expressionslevel von BSP-2 und OCN wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
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E 2.3 Microarray-Analyse von osteogen differenzierten hMSC
im Vergleich zu hOB

Um einen detailierteren Einblick in die osteogene Differenzierung von hMSC zu bekom-
men, die durch |6sliche Faktoren von hOB induziert worden war, wurde ein sog. osteoge-
ner Microarray durchgefuhrt. Die dafir nétigen Proben wurden durch 14-tagige Kultur

von 90 % konfluenten hMSC generiert, die in

drei verschiedenen Medien (MSCBGM, kOGM & ‘ ‘ &
und CD) kultiviert worden waren. Zum Ver- ‘ : - - ,,. .
gleich mit ausdifferenzierten Zellen wurden s . . ' .
hOB eingesetzt, die ebenfalls Uber 2 Wochen in o ‘ o8 =

- >
OGM kultiviert wurden. . s o m .

Exemplarisch dargestellt ist in Abb. E 18 ein  Abb. E 18: Microarray mit 128 Genen. Da-
. . von bestehen die hier links abgebildeten Spal-

belichteter Microarray. ten aus Housekeeping-Genen und Negativkon-

trollen.

Alle erhaltenen Genexpressionswerte wurden

in Relation zu den jeweils entsprechenden Expressionswerten des als Referenz dienenden

Microarray (hMSC in MSCBGM-Medium kultiviert) gesetzt. So entstand flir jedes Gen ein

relativer Expressionsquotient, wodurch eine vergleichende Analyse der verschiedenen

Microarrays ermdglicht wurde. In der unten angeflihrten Tabelle (Tab. E 1) sind ausge-

wahlte Quotienten von verschiedenen Genen dargestellt. Voraussetzung flr die Aufnah-

me in die Tabelle war, dass der Quotient gréBer 2 oder kleiner 0,5 war.

Vergleicht man die verschieden differenzierten Zellen mit den ausdifferenzierten hOB, so
fallt auf, dass die alternative Differenzierung mit kOGM am wenigsten Gene hochregu-
liert. Gleichzeitig ist zu erkennen, dass viele Ubereinstimmungen zwischen hOB und mit
kOGM-behandelten hMSC bestehen. So werden vier Gene induziert (ALPL, CALCR, CTSK
und SMAD9) sowie 15 herabreguliert. Im Gegensatz dazu bestehen zwischen chemisch
differenzierten hMSC und hOB deutlich weniger Gemeinsamkeiten (eine Induktion: IT-
GAM; vier Herabregulationen: COL15A1, COL5A1, FGFR2 und IGF1). Zum Vergleich be-
stehen gerade einmal drei Ubereinstimmungen (COL15A1, COL5A1 und IGF1) zwischen
chemisch differenzierten hMSC und mit kOGM-behandelten hMSC.
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Genname

hMSC+
CD

hOB

hMSC+
kOGM

Genname

hMSC+
CD

hOB

hMSC+
kOGM

COL15A1
COL16A1

COL18A1

COL1A1

COL3A1
COL5A1

MMP10

MMP13

NFKB1

SERPINH1

SMAD1

0,57

SMAD2

SMAD7

SMAD9S

TUFT1
TWIST1

VDR

0,52

Tab. E 1: Relativer Expressionsquotient (Ratio) von Genen in der Microarray-Analyse. In rot markiert
sind Ratios, die gréBer als 2 sind, in grin Ratios, die kleiner als 0,5 sind. Orange hinterlegt sind die Werte von
CTSK, da dieses Gen zwar die Kriterien nicht erfillt, aber ein wichtiger Marker bei vorhergehenden Experimen-
ten war. Die relativen Expressionsquotienten wurden ermittelt, indem die Expressionswerte der Proben (CD;
hOB; kOGM) in Bezug zu jeweils entsprechenden Expressionswerten von hMSC gesetzt wurden, die in MSCBGM
kultiviert worden waren.
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E2.4 Nachweis der Mineralisierungsfahigkeit (Alizarin-Rot-
Farbung) von hOB

Durch die Farbung sollte ermittelt werden, inwieweit Osteoblasten per se zur Mineralisie-
rung der ECM imstande sind bzw. welche Zusatze vonndten sind, um Kalziumphosphat-
einlagerung detektieren zu kdnnen. Mit dem Nachweis der Mineralisierungsfahigkeit 1asst
sich der Differenzierungsgrad der Osteoblasten beurteilen, da diese erst in einem spate-
ren Differenzierungsstadium dazu im Stande sind. Dies ist insofern wichtig fur diese Ar-
beit, als angenommen werden muss, dass kOGM-differenzierte hMSC maximal denselben

Differenzierungsstatus erreichen kénnen.

In einem entsprechenden Versuchsansatz wurden daher zunéchst hOB im Duplett in eine
12-Kavitatenschale ausgesat. Dabei wurde jede Kavitat mit ca. 30.000 hOB beimpft, was
einer 50 %igen Bodenbedeckung entsprach. Nach 10 Tagen hatten sich die Zellen zu
einem Konfluenzgrad von 80 - 90% ausgebreitet. Nun erfolgte die Zugabe von Differen-
zierungs- bzw. Kontrollmedium. Um die Auswirkungen der einzelnen Differenzierungszu-
satze auf das Farbeverhalten zu ermitteln, wurden die Kavitaten mit allen in Betracht
kommenden Kombinationen von L-Ascorbinsaure-2-phosphat (Asc), Dexamethason
(Dex) sowie B-Glycerolphosphat (Gly) Uber zwei Wochen kultiviert. Das Kulturmedium
wurde dabei zweimal pro Woche gewechselt. Am Tag 14 wurden die Zellen, wie unter D

2.2.3.1 beschrieben, mit Hilfe der Alizarinfarbung angefarbt.

Erstaunlicherweise konnte in diesem Versuch festgestellt werden, dass es nicht zur Mine-
ralisierung kommt, wenn hOB in reinem OGM kultiviert werden (Abb. E 19). Entscheidend
war die Kombination der Differenzierungszusatze. So erwies sich die Kombination aller
drei Zusatze (AscDexGly) als starkster Reiz zur Kalziumphosphateinlagerung. Dabei bil-
deten die Zellen Uber die gesamte Kavitat groBflachige, runde Ansammlungen rot gefarb-
ter Auflagerungen (Abb. E 19A). Es wurde der Eindruck erweckt, dass die Auflagerungen

sich nach oben (aus der Kavitat heraus) hin kegelférmig verdinnten.

Unter Verwendung von DexGly kommt es ebenfalls zu rétlich gefarbten Auflagerungen.
Diese erschienen eher vereinzelt und kleinflachiger, aber besser verteilt und nicht so
konzentriert wie in Abb. E 19A. In der Gesamtheit bildeten die Zellen aber in etwa die

gleiche Menge an Kalziumphosphat aus, welches sich anférben lieB (Abb. E 19B).
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Alle anderen Kombinationen wiesen keine Farbung auf (s. Abb. E 19C-H). Dies lasst dar-

auf schlieBen, dass hOB die Kombination von Dexamethason und B-Glycerolphosphat

unbedingt benétigen, um die umgebende Matrix mineralisieren zu kdnnen.

Abb. E 19: Nachweis der Mineralisierungsfahigkeit (Alizarin-Rot-Farbung) von hOB nach Behand-
lung mit verschiedenen Differenzierungszusatzen. Die Zellen wurden mit folgenden Zusatzen beimpft: A)
AscDexGly, B) DexGly, C) AscDex, D) AscGly, E) Dex, F) Gly, G) Asc; H) Kontrolle ohne Zusatze. Es ist zu er-
kennen, dass sich hOB nur unter Zusatz von DexGly bzw. AscDexGly anfarben lieBen. In C - H konnten nur
sehr vereinzelt Rot-Farbungen nachgewiesen werden. u-Balken entspricht 50 um.
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E3 Der Wnt-Signaltransduktionsweg im Rahmen der
osteogenen Differenzierung

Hier sollte untersucht werden, inwieweit der Wnt-Signaltransduktionsweg im Rahmen der
alternativen Differenzierung von hMSC eine Rolle spielt. Dazu war es notwendig, p-Cate-
nin als zentralen Mediator sowie dessen Veranderungen wahrend der Differenzierung zu
evaluieren. Im nachsten Schritt sollte ermittelt werden, ob Alkalische Phosphatase als
mogliches Wnt-Targetgen in Frage kommt und bei Manipulationen des Wnt-Weges Modi-
fikationen erfahrt. Als letzte Fragestellung war zu ermitteln, ob die Inhibition von wichti-
gen Wnt-Faktoren (p-Catenin bzw. LRP5) Auswirkungen auf das Expressionsverhalten

osteogener Marker hat.

E3.1 Einfluss der alternativen osteogenen Differenzierung
auf den B-Catenin-Level

Mit diesem Versuchsansatz sollten zunichst Anderungen des intrazelluldren freien B-Ca-
tenins als maBgeblichem Mediatorprotein im Wnt-Signalweg wahrend der alternativen
osteogenen Differenzierung untersucht werden. hMSC waren hierflir in OGM und kOGM
Uber 1, 3 und 7 Tage kultiviert worden. AnschlieBend wurden die Zellen nach der Ernte in
Aliquots a 20.000 aufgeteilt, lysiert und mittels Western Blot analysiert. Nach der densi-
tometrischen Auswertung der Western Blots wurden die B-Catenin-Werte in Relation zu
den B-Actin-Werten (interner Standard) gesetzt. Dabei ergab sich an Tag 3 eine zweifa-
che Induktion (Abb. E 20 und Tab. E 2).

OGM kOGM OGM kOGM OGM kOGM
Q B3-Catenin
S —— <D
P B-Actin
Tag 1 Tag 3 Tag 7

Abb. E 20: Nachweis von B-Catenin und B-Actin in hMSC mittels Western Blot. Die Zellen wurden zuvor
Uber 1, 3 und 7 Tage in verschiedenen Medien kultiviert (OGM, kOGM, MSCBGM). Mit rot markiert ist der signi-
fikante Unterschied an Tag 3. Hier ist B-Catenin in kKOGM-hMSC 2-fach gegentber Kontrollzellen in OGM erhdoht.
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Tab. E 2: Densitometrische Western Blot-Auswertung der Bildung von p-Catenin in hMSC. Die Zellen
wurden 1, 3 und 7 Tage im Osteoblasten-Wachstumsmedium (OGM) bzw. im konditionierten Medium (kOGM)
zur osteogenen Differenzierung kultiviert.

Dichtewerte Dichtewerte B- Verhaltnis Induktion
Tag Medium
B-Catenin Actin B-Cat/B-Act kOGM/OGM
1 OGM 63407 358810 0,1767
kOGM 35585 174879 0,2035 1,15
- OGM 13077 151462 0,0863
kOGM 26324 155966 0,1688 1,95
7 OGM 52865 175739 0,3008
kOGM 35913 163742 0,2193 0,73

Es kann somit davon ausgegangen werden, dass der Wnt-Signaltransduktionsweg tat-

sachlich eine Rolle bei der osteogenen Differenzierung von hMSC spielt.

E 3.2 Einfluss von Wnt3a auf die Expression von Alkalischer
Phosphatase

Basierend auf der Hypothese, dass bei der friihen osteogenen Differenzierung der Wnt-
Signalweg mitbeteiligt ist und Alkalische Phosphatase (AP) ein putatives Wnt-Zielgen
darstellt, wurden hMSC mit 150 ng/ml Wnt3a stimuliert und die Expression von AP be-
stimmt (Abb. E 21).
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Abb. E 21: mRNA-Expression von Alkalischer Phosphatase nach Stimulation von hMSC mit Wnt3a.
Am Tag 1 zeigte sich eine signifikante Erhdhung der Alkalischen Phosphatase nach Zugabe von 150 ng/ml Wnt-
3a. Die AP-Level wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.

Tag
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Im Vergleich zu den Kontrollen zeigte sich lediglich am Tag 1 eine Induktion der AP um
den Faktor 4,2. An den Tagen 3 und 7 anderte sich das Expressionsniveau hingegen
nicht. Somit konnte AP zumindest als kurzfristiges Wnt-Zielgen in hMSC bestatigt wer-

den.

E 3.3 Inhibition der Wnt-Signalwegsfaktoren B-Catenin und
LRP5 mittels RNAI

Um die Beteiligung des Wnt-Signalweges bei der osteogenen Differenzierung detaillierter
zu evaluieren, wurden nun mittels der RNA-Interferenz-Technologie zwei zentrale Kom-
ponenten dieser Signaltransduktionskaskade, namlich B-Catenin und LRP5, herabregu-
liert. Nach Transfektion der hMSC mit den entsprechenden siRNAs und anschlieBender
Kultivierung Uber 7 Tage mit verschiedenen Wachstums- bzw. Differenzierungsmedien
(OGM, kOGM, CD) wurde zunachst die mRNA-Expression von AP sowohl in den nicht-
transfizierten Kontrollzellen als auch in den down-regulierten, transfizierten Zellen be-

stimmt.

Wie in Abb. E 22 dargestellt, war die AP-Expression in den Kontrollen unter Kultivierung
im Osteoblasten-Wachstumsmedium (OGM) am niedrigsten. Unter Kultivierung im kondi-
tionierten Osteoblasten-Wachstumsmeidum (kOGM) stieg sie, wie bereits beschrieben,
um den Faktor 9,4 an und unter der Kultivierung im chemischen Differenzierungsmedium
(CD) sogar um den Faktor 36.

Vergleicht man nun die AP-Expressionswerte innerhalb eines Mediums miteinander, so
wird folgendes deutlich. Ausgehend vom AP-Kontrollwert (transfiziert mit nc-siRNA)
nahm dieser unter Kultivierung in OGM um den Faktor 3,4 in mit B-Catenin-siRNA trans-
fizierten Zellen zu, wahrend die Probe durch den Knockdown von LRP5 auf das 0,45-
fache abnahm. Wurden die hMSC in kOGM kultiviert, so zeigte sich sowohl nach Knock-
down von B-Catenin als auch von LRP5 eine Abnahme der AP-Expression und zwar bei
mit B-Catenin-siRNA transfizierten hMSC um den Faktor 5, bei RNAi gegen LRP5 um den
Faktor 16. Wurde CD als Kultivierungsmedium verwendet, so stieg die Expression beim
Knockdown von B-Catenin auf das 2,5-fache des Kontrollwertes an und sank nach LRP5-
Knockdown auf die Halfte des Kontrollwertes ab (Abb. E 22).
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Abb. E 22: mRNA-Expressionen von Alkalischer Phosphatase (AP) nach Knockdown von B-Catenin
bzw. LRP5 in hMSC. hMSC wurden 7 Tage mit OGM (Osteoblastenwachstumsmedium) als Kontrolle, kKOGM
(konditioniertes OGM) und CD (chemisches Differenzierungsmedium) kultiviert. Die héchsten Expressionsraten
von AP wurden mit CD erhalten. Die Herabregulation von B-Catenin mittels siRNA fuhrte nur in KOGM zu einer
verminderten AP-Expression. In OGM und CD war hingegen eine Induktion von AP zu beobachten. Der Knock-
down von LRP5 ging dagegen in allen drei Medien mit einer Abnahme der AP-Expression einher. Die AP-Level
wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.

Analog zu Abb. E 22 wurden von denselben cDNA-Proben weitere Marker bestimmt. Bei
Betrachtung von Abb. E 23A fallt auf, dass ahnlich wie bei der Alkalischen Phosphatase
auch beim Leptin-Rezeptor (LR) die héchsten Expressionslevel unter Kultivierung mit CD
zu verzeichnen waren. Signifikant erniedrigt war die LR-Expression bei CD, nachdem die
Zellen vorher mit B-Catenin-siRNA transfiziert worden waren, wahrend die LRP5-siRNA-
Transfektion kaum einen Einfluss zeigte. Bei Verwendung von OGM als Kultivierungsme-
dium lieBen sich keine signifikanten Expressionsunterschiede detektieren. Erstaunlicher-
weise wies die Kontrollprobe bei Kultivierung der hMSC in KOGM die niedrigste Expressi-
on auf. Nach Knockdown von B-Catenin war, im Gegensatz zur Alkalischen Phosphatase
(Abb. E 22), ein hochsignifikanter Anstieg des Leptin-Rezeptors zu verzeichnen. Auch
nach Transfektion von LRP5-siRNA zeigte sich ein signifikanter, wenn auch geringerer
Anstieg im Expressionsprofil von LR (Abb. E 23A).

Die mRNA-Expression von Cathepsin K (Abb. E 23B) zeigte keine signifikanten Unter-
schiede, wenn die Zellen in OGM kultiviert worden waren. Bei Verwendung von kOGM
war der Kontrollwert am niedrigsten, wahrend der Knockdown von B-Catenin bzw. LRP5
zu einer Zunahme der CTSK-Expression fihrte. Unter CD-Kultivierung ergaben sich die
niedrigsten CTSK-Expressionen. Hier bewirkte allerdings die Herabregulation von LRP5
und B-Catenin dennoch einen signifikanten Abfall der CTSK-Expression im Vergleich zur

Kontrolle.
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Abb. E 23: mRNA-Expression von Leptin-Rezeptor und Cathepsin K nach Knockdown von B-Catenin

und LRP5.
A) Leptin-Rezeptor (LR): Deutlich erkennbar sind hohe Expressionen von LR bei Kultivierung mit
CD, wobei diese signifkant erniedrigt waren nach B-Catenin-siRNA-Transfektion. Unter Verwendung
von OGM ergeben sich keine signifikanten Unterschiede, bei Kultivierung in kOGM erhéhten sich die
Expressionen signifikant (LRP5 siRNA bzw. B-Catenin siRNA).
B) Cathepsin K (CTSK): Es bestanden keine Unterschiede bei Kultivierung in OGM; bei Verwendung
von kOGM kam es zur Erhdéhung der Expressionslevel nach siRNA-Transfektion (signifikant bei B-
Catenin-siRNA). Im Gegensatz dazu bestanden niedrige mRNA-Expressionen unter CD, wobei diese
noch signifikant erniedrigt waren, wenn die Zellen vorher mit siRNA behandelt worden waren.

Die Expressionslevel von LR und CTSK wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.

Der Marker Decorin (Abb. E 24A) offenbarte keine signifikanten Differenzen bei allen Kul-
tivierungsansatzen im OGM. Wurde CD als Kultivierungsmedium eingesetzt, so zeigte
sich ein Abfall von mit LRP5-siRNA behandelten hMSC gegeniiber den Kontrollzellen um
den Faktor 2,12 (signifikant). Unter kOGM-Kultivierung préasentierte sich eine signifikante

Decorin-Erhdhung nach Knockdown von B-Catenin. Insgesamt bewegten sich die Expres-
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sionslevel von Decorin in KOGM und OGM auf demselben Level, durch CD erhéhte sich

das allgemeine Niveau nahezu um eine Zehnerpotenz (Abb. E 24A).

Bei Betrachtung von Runx2 (Abb. E 24B) fiel auf, dass unter OGM-Kultivierung der
Knockdown von B-Catenin zu einer deutlichen Erniedrigung dieses Faktors in hMSC fuhr-
te. kOGM-behandelte Zellen zeigten hingegen eine signifikante Induktion von Runx2,
nachdem B-Catenin durch RNAi herabreguliert worden war. Bei Verwendung von CD lie-
Ben sich keine eindeutigen Unterschiede in den diversen Ansatzen ermitteln. Allerdings
war auffallig, dass hier das Gesamtexpressionsniveau gegeniber dem unter Kultivierung
der hMSC in kOGM bzw. OGM wesentlich erhdht war.
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Abb. E 24: mRNA-Expression von Decorin und Runx2 nach Knockdown von B-Catenin und LRP5.
A) Decorin (DCN). Innerhalb desselben Mediums konnte die Verwendung von siRNA keine signifikan-
ten Unterschiede hervorbringen. Allerdings war auffallig, dass unter Verwendung von CD das Expressi-
onsniveau signifikant iber denjenigen von kOGM bzw. OGM lag.
B) Runx2. Die Runx2-Expression war nach Verwendung von B-Catenin-siRNA in OGM-kultivierten
hMSC signifikant erniedrigt; eine signifikante Expressionserhéhung ergab sich bei Kultivierung in kOGM
und nach B-Catenin-siRNA-Transfektion. Ebenfalls zeigte sich ein deutlich héheres Expressionsprofil
unter CD, wobei sich keine signifikanten Unterschiede nach Knockdown von B-Catenin bzw. LRP5 her-
auskristallisierten.

Die Expressionslevel von DCN und Runx2 wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
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Mit Cyclin D1 wurde ein anerkanntes Zielgen des Wnt-Signalweges gemessen (Tetsu et
al., 1999). Es zeigten sich keine Expressionsunterschiede bei der Kultivierung in OGM
und CD, wobei sogar das Expressionsniveau des Gens identisch war (Abb. E 25). Im Ge-
gensatz dazu ergab sich nach B-Catenin-Knockdown in Zellen, die mit kOGM kultiviert
wurden, eine signifikante Erhéhung von Cyclin D1 gegenuber den Kontrollzellen. Auch
nach Behandlung mit LRP5-siRNA war eine signifikante Zunahme von Cyclin D1-mRNA zu
verzeichnen (Abb. E 25).
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Abb. E 25: mRNA-Expression von Cyclin D1 nach Knockdown von B-Catenin bzw. LRP5. Sowohl| bei
Verwendung von OGM als auch von CD konnten keine signifikanten Unterschiede detektiert werden. Dagegen
ergab sich eine signifikante Induktion nach Knockdown von B-Catenin bzw. LRP5 und Kultivierung in KOGM. Die
Cyclin D1-Level wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.

Wie in den Versuchen mit konditioniertem Medium und nach Kokultur zeigte sich insge-
samt ein erhdhtes Expressionsniveau von BSP-2 der hMSC nach Stimulation in kOGM im
Vergleich zu Zellen, die in OGM kultiviert wurden. Auffallend war, dass der Knock-Down
von B-Catenin bzw. LRP5 in OGM kultivierten hMSC keinen Einfluss hatte. Hingegen stell-
te sich eine signifikante Induktion des osteogenen Markers dar, nachdem p-Catenin bzw.
LRP5 mittels RNAi herabreguliert worden war (Abb. E 26).

Im Vergleich dazu zeigte sich keine signifikante Veranderung der Expressionen des spa-

ten osteogenen Markers Osteocalcin (Abb. E 27).
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Abb. E 26: BSP-2 in hMSC nach siRNA gegen p-Catenin und LRP5 und Kultivierung in OGM bzw.
kOGM. In den hMSC, die zur Referenz in OGM Kkultiviert wurden, zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Eine
deutlich héhere Expression war nach Stimulation mit kKOGM zu beobachten. Dabei zeigt sich eine signifikante
Zunahme nach Verwendung von siRNA gegen $-Catenin.

Die BSP-2-Level wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
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Abb. E 27: OCN in hMSC nach siRNA gegen p-Catenin und LRP5 und Kultivierung in OGM bzw. kOGM.
In den hMSC, die zur Referenz in OGM kultiviert wurden, zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, eben-
sowenig nach Stimulation mit KOGM.

Die OCN-Level wurden auf die des Housekeeping-Gens GAPDH normiert.
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F Diskussion

F1 Einfluss der Basalmedien DMEM bzw. MSCBGM auf
das chemisch induzierte Differenzierungsverhalten
von hMSC

Bereits Mitte der 70er Jahre des letzten Jahrhunderts wurden die Vorlduferzellen mesen-
chymaler Gewebe isoliert und charakterisiert (Friedenstein et al., 1976). In den 90er Jah-
ren stand dazu vor allem die Differenzierungskapazitdat von mesenchymaler Stammzellen
(MSC) verschiedener Spezies im Vordergrund des Interesses. Dabei zeigte sich, dass
humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) in der Lage sind, primar Knochen-, Knor-
pel- und Fettgewebe und mdéglicherweise weitere stromale Zelltypen auszubilden (Pitten-
ger et al., 1999). Mittlerweile stehen auch keimblattiibergreifend neuronale, myokardiale
und hepatozytare Zelltypen zur Diskussion (Jiang et al., 2002). In diesem Kontext war es
fir uns von besonderem Interesse das Differenzierungsverhalten von hMSC unter in
vitro-Bedingungen detaillierter aufzuklédren und hierbei zunachst vor allem den Einfluss
der gangigen Basalmedien DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) und MSCBGM (Me-

senchymal Stem Cell Basal Growth Medium) zu evaluieren.

F1l.1 Osteogene Differenzierung

Herkdmmliche Protokolle flr eine osteogene Differenzierung in vitro sehen vor das Kulti-
vierungsmedium mit chemischen Zusatzen zu supplementieren. Jaiswal et al. (1997)
stellten in diesem Zusammenhang fest, dass Dexamethason flr die in vitro-Differenzie-
rung ein unabdingbarer Zusatz ist. Es steigert sowohl die Aktivitat der Alkalischen Phos-
phatase (AP) als auch die Proliferationsfahigkeit von hMSC. In diesen Experimenten wur-
den allerdings niedrigere Konfluenzraten als in der hier vorliegenden Promotionsarbeit
verwendet. Ascorbinsaurephosphat ist als Kofaktor flir die Hydroxylierung von Prolin- und
Lysinresten im Kollagen und flir die Synthese weiterer nicht-kollagenéser ECM-Proteine

notwendig.

Mit DMEM als Basalmedium zeigten osteogen stimulierte hMSC eine deutliche Induktion
der Alkalischen Phosphatase von Tag 4 bis Tag 14, wobei das Maximum der mRNA-
Expression von AP an Tag 7 erreicht wurde. Mit MSCBGM als Basalmedium war ein ahnli-
cher AP-Expressionsverlauf zu erkennen. Wahrend aber an Tag 4 osteogen differenzierte
Zellen signifikant héhere AP-Expressionen zeigten, nahm diese an Tag 7 wieder ab und
zwar unter das Expressionsniveau der Kontrollzellen. An Tag 14 dagegen waren die AP-

Expression wiederum signifikant induziert. Im direkten Vergleich fiel auf, dass in DMEM
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insgesamt hohere AP-Werte als in MSCBGM erzielt wurden. Bei der Auswertung der van
Kossa-Farbungen trat hingegen kein wesentlicher Unterschied auf. Bereits am Tag 4 der
Differenzierung zeigte sich, dass Zellen in beiden Basalmedien ihre Morphologie veran-
derten. Die zunehmend schroffe, kantige Zellbegrenzung stellt die beginnende osteogene
Differenzierung dar. Etwa zur selben Zeit begann die Ca®*-Einlagerung anhand der van
Kossa-Farbungen sichtbar zu werden. Zwischen Tag 14 und 21, wenn der friihe osteoge-
ne Marker AP bereits wieder abgefallen war, lésten sich die bis dahin adharenten Zellen
ab und formten Zellsedimente, die sich in der van Kossa-Farbung dunkelgrau bis schwarz

darstellten.

Unsere Daten bestatigen die Ergebnisse von Jaiswal et al. (1997), die beschrieben, dass
die verwendeten osteogenen Zusatze eine rasche Differenzierung der hMSC erméglichen.
Dies wurde dadurch deutlich, dass der frihe osteogene Marker Alkalische Phosphatase
schnell anstieg und spater wieder abnahm. Gleichzeitig mit diesem Absinken begann die
Mineralisierung der extrazelluldren Matrix (ECM), wobei spate Marker (wie z. B. Osteocal-
cin) induziert wurden. Transformieren sich Osteoblasten zu Osteozyten, so bilden sie zu-
nachst zwei- bis mehrlagige Zellschichten, um sich dann von der Kulturflache abzulésen
(Jaiswal et al., 1997). Bei unseren Versuchen konnten wir diese Phanomene, wie oben
bereits erwadhnt, mit beiden Kulturmedien reproduzieren. Medienabhdngige Unterschiede
bestanden allerdings im Proliferationsvermégen. Dieses war in MSCBGM erhdht, was
madglicherweise auf spezielle Wachstumsfaktorenzusatze in diesem Medium zurtckgefihrt

werden kann.

Einen weiteren Diskussionspunkt stellt auch der Gebrauch von Dexamethason als Induk-
tionsmittel der Osteogenese dar, insbesondere vor dem Hintergrund der zukinftigen the-
rapeutischen Nutzung dieser Zellen. Einerseits induziert Dexamethason osteogene Diffe-
renzierungsschritte in vitro, andererseits |6st es aber in vivo Osteoporose aus (Manelli et
al., 2000), so z. B. bei Patienten mit Cushing-Syndrom (Beauregard et al., 2002) oder
unter Langzeitbehandlung mit Glukokortikoiden (Sambrook & Lame 2001). In vivo-
Versuche an Mdusen (Weinstein et al., 1998) zeigten, dass Langzeittherapie mit Gluko-

kortikoiden vermehrt mit Apoptose in Osteoblasten sowie Osteozyten einhergeht.

Ein weiterer Hinweis auf die gegensatzliche bzw. vielfaltige Wirkungsweise ist, dass De-
xamethason auch in adipogenen und chondrogenen Differenzierungsmedien enthalten ist.
Man muss daher von dosisabhdngigen und wahrscheinlich auch zeitabhdngigen Effekten
ausgehen (Hung et al., 2008; Richardson et al., 2003).
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F1.2 Adipogene Differenzierung

Im Zusammenspiel mit Hormonen wie z. B. Insulin ist der Peroxisome Proliferator-activa-
ted Receptor (PPAR-y) als Transkriptionsfaktor flr die Adipogenese notwendig (Spiegel-
man et al., 1997). Werden praadipozytare Zellen mit Indomethacin, einem nicht-steroi-
dalen anti-inflammatorischen Medikament (NSAID), behandelt, so stellt sich die termina-
le Differenzierung der Zellen ein, indem es an PPAR-y bindet und dieses weiter aktiviert
(Lehmann et al., 1997).

Zur exogenen Adipogenese-Stimulation von hMSC wurden deshalb in unseren Versuchen
Indomethacin und Insulin eingesetzt. Die Uberpriifung des Differenzierungsgrades erfolg-
te durch Messung der mRNA-Expression von PPAR-y. Insulin aktiviert dabei eine Reihe
von Transkriptionsfaktoren, die zur adipozytaren Reifung fuhren (Klemm et al., 2001).
Zunachst ergab die gqRT-PCR-Analyse, dass die mit DMEM differenzierten hMSC eine sig-
nifikant héhere Expression von PPAR-y aufwiesen, wobei diese Zellen am Tag 21 ein Ex-
pressionsmaximum von PPAR-y zeigten. Erfolgte die Kultivierung und Differenzierung in
MSCBGM, so waren die absoluten PPAR-y-Expressionswerte in etwa vergleichbar mit de-
nen von DMEM. Diese waren nach Zugabe der adipogenen Zusatze signifikant erhéht, nur
am Tag 7 zeigte die Kontrolle eine &hnlich hohe PPAR-y Expression wie die differenzierte

Probe.

Beim Nachweis von intrazelluldren Fettvakuolen durch Oil-Red-O-Farbung zeigten sich
erste Rotfarbungen am Tag 7, die bis Tag 21 deutlich zunahmen. Trotz fehlender absolu-
ter Quantifizierungsmadglichkeit konnten keine wesentlichen Unterschiede zwischen bei-
den Medien festgestellt werden. Das deutet darauf hin, dass bei beiden Medien aus mor-

phologischer Sicht adipogene Differenzierungsstufen zur selben Zeit durchlaufen wurden.

Zusammenfassend bleibt festzuhalten, dass sich auf transkriptioneller Ebene mit DMEM
eine schnellere adipogene Differenzierung zeigte. Dieses Ergebnis gepaart mit der Beo-
bachtung, dass hMSC in MSCBGM schneller wachsen, lasst darauf schlieBen, dass hMSC
in DMEM besser differenzieren, wohingegen in MSCBGM das Proliferationsvermdgen star-

ker ausgepragt ist.

F1.3 Chondrogene Differenzierung

Kenntnisse uUber die chondrogene Differenzierung sind grundlegend fir das Verstandnis
der osteochondralen Differenzierung von Zellen in langen Rdhrenknochen. Wie bereits
erwahnt, findet auch hier Dexamethason Verwendung als eines der Agenzien, die zur

Induktion der Differenzierung in vitro notwendig sind. In neueren Publikationen wurde
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gezeigt, dass vor allem das Zusammenspiel von TGF-f und Dexamethason flUr die
chondrogene Differenzierung wichtig ist. So induziert TGF-p die Genexpression von Ag-
grecan, cartilage oligomeric matrix protein (COMP) und Kollagen Typ II (Mehlhorn et al.,
2006), was durch Dexamethason verstarkt wird. Damit einhergehend steigert TGF-p die
Expression der aktivierenden Splicevariante des Glukokortikoidrezeptors GRo und tragt
zudem zur schwacheren Expression der inhibitorischen Splicevariante GRp bei (Derfoul et
al., 2006). Glukokortikoidrezeptoren werden vor allem auf Chondrozyten exprimiert, die
an der endochondralen Knochenbildung beteiligt sind. Neben diesen induktiven Eigen-
schaften von Dexamethason ist auch bekannt, dass TGF-p und Dexamethason negativ

miteinander interagieren kénnten (Derfoul et al., 2006).

Bei der Messung von Aggrecan im Rahmen der chondrogenen Differenzierung waren un-
sere Ergebnisse beziglich der beiden Basalmedien deutlich verschieden. So stieg der
chondrogene Marker bei der Verwendung von MSCBGM ausgehend von niedrigen Basis-
werten sehr stark an. Bei DMEM war die Expression der Negativkontrolle schon sehr hoch

und &nderte sich im Verlauf bis Tag 28 nicht.

Betrachtet man jedoch die Toluidinblau-Férbungen, so fallt auf, dass die Kontrollzellen
wesentlich langsamer wuchsen, wahrend hingegen die chondrogen differenzierten Zellse-
dimente rasch an Volumen zunahmen. Zusatzlich zeigten die Kontrollsedimente ein weni-
ger organisiertes Ordnungsmuster, wobei das Innere der Zellsedimente weniger dicht
angeordnet war. Die chondrogenen Zellschichten dagegen zeigten eine knorpelige Struk-
tur im Inneren sowie einen festsitzenden Faserring als Abgrenzung nach auBen, wobei
die Differenzierung in DMEM weiter fortgeschritten erscheint. Das Innere der Zellsedi-
mentschichten zeigte eine kompaktere Anordnung und auch die faserartige Struktur des

umspannenden Ringes besitzt mehr Schichten.

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass eine 28-tdgige Kultur in chondrogenem
Differenzierungsmilieu ausreicht, um eine Differenzierung der Stammzellen in Knorpelzel-
len mit einer sie umgebenden Matrix zu erzielen. Zusammenfassend ist festzustellen,
dass wohl DMEM leichte Differenzierungsvorspriinge gegeniiber MSCBGM bietet. Aus-
schlaggebend fir diese Annahme sind die besseren Ergebnisse der histochemischen Un-
tersuchung mit Toluidinblau. Geht man von den mRNA-Expressionswerten (Aggrecan)
aus, geniesst MSCBGM einen leichten Vorteil, wobei festzuhalten ist, dass auf Grund des
Vorliegens von einzelnen Werten (die Versuche wurden nicht im Triplett durchgefihrt)

die Interpretation erschwert ist.
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F1.4 Resumé der vergleichenden Analyse von DMEM und
MSCBGM

Bereits Jaiswal et al. (1997) wiesen darauf hin, dass unterschiedliche Kulturmedien
(DMEM und a-MEM) die Differenzierung unterschiedlich beeinflussen. In einer aktuellen
Studie von Shahdadfar et al. (2006) wurde gezeigt, dass die Kultivierung in Medium, das
zum einen mit fétalem Kalberserum (FBS) und zum anderen mit autologem Serum
supplementiert wurde, mit unterschiedlichen Wachstums- bzw. Differenzierungsge-

schwindigkeiten einhergeht.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit weisen in eine dhnliche Richtung. DMEM wur-
de mit hitzeinaktiviertemm FBS sowie Penicillin/Streptomycin versetzt, wahrend dem
MSCBGM ein vorgefertigter Mix aus selektionierten Serumchargen, L-Glutamin und einem
Antibiotikum (entweder Penicillin/Streptomycin oder Gentamycin) des Herstellers (Fa.
Lonza, USA) zugefiigt wurde. Dabei zeigte sich, dass Zellen in MSCBGM schneller wuch-
sen. Eine mdgliche Erklarung hierfir kénnte darin liegen, dass dieses Medium nicht naher

vom Hersteller spezifizierte Wachstumsfaktoren enthielt.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen zudem darauf hin, dass in DMEM die Differenzierung
in alle drei Richtungen (osteogen, adipogen, chondrogen) schneller vonstatten geht. Dies
spiegeln auch die Ergebnisse mittels qRT-PCR wider. Ebenso ergaben die immunhisto-
chemischen Farbungen, dass unter Verwendung von DMEM die Differenzierungen voll-

standiger ablaufen.
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F2 Alternative Differenzierung von hMSC: Einfluss von
Osteoblasten auf die Osteogenese

Trotz des Anstiegs osteogener Marker und des Vorliegens osteogener Morphologien in
hMSC nach Behandlung der Stammzellen mittels chemischer Differenzierungsverfahren
bleibt es fragwilrdig, ob diese Vorgange in vivo tatsachlich in derartiger Weise ablaufen.
Beispielsweise ist — wie bereits erwahnt - bekannt, dass Glukokortikoide wie z. B. Dexa-
methason, angewendet liber einen langeren Behandlungszeitraum, Osteoporose ausldsen
kénnen, was indirekt durch eine verminderte intestinale Ca?*-Resorption, einen modifi-
zierten Vitamin D Metabolismus sowie Parathormonplasmaspiegel und damit einherge-
hender Hyperkalzurie beglinstigt wird (Manelli et al., 2000). Dabei wird die Knochenre-
sorption direkt durch Glukokortikoide geférdert bei gleichzeitig verminderter Knochen-
neubildung (Mitchell et al., 1990). Des Weiteren kdnnen Steroide die Bildung von Runx2,
Osteocalcin, Kollagen Typ I und IGF-I vermindern, die entweder im Rahmen der Osteo-

genese gebildet oder bendétigt werden (Pereira et al., 2001).

Um dieses artifizielle System des chemischen Differenzierungsmediums zu vermeiden,
wurde untersucht, ob bzw. inwiefern von primaren Osteoblasten sezernierte Faktoren in

der Lage sind, die osteogene Differenzierung von hMSC zu induzieren.

F 2.1 Osteogenese-Induktion durch konditioniertes Medium
(kOGM)

Dass mesenchymale Stammzellen zur in vivo-Differenzierung innerhalb der mesoderma-
len Linie fahig sind, wurde bereits beschrieben (Prockop et al., 1997, Pittenger et al.,
1999). In ahnlicher Weise kann durch die Zugabe exogener chemischer Zusatze in vitro
eine osteogene Differenzierung induziert werden, wobei jedoch ein wesentlicher Nachteil
darin besteht, dass wichtige Faktoren des natlrlichen Umfelds (Nische) weitgehend un-

bertcksichtigt bleiben.

Der hier vorliegenden Arbeit liegt daher die Hypothese zugrunde, dass der Differenzie-
rungszustand der Stammzellen von Zellen aus der jeweiligen Nische mitbestimmt wird,
indem diese Hormone, Enzyme oder Wachstumsfaktoren ausschitten. Da Osteoblasten in
unmittelbarer Nahe des Knochenmarks vorkommen (Meads et al., 2008) und es dariber
hinaus bekannt ist, dass diese Zellen auch eine wichtige Rolle in der Regulation der ha-
matopoetischen Stammzellnische (siehe B 1.4) spielen (Calvi et al., 2003), wurde der

Einfluss von humanen Osteoblasten (hOB) auf hMSC naher untersucht.
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Zunachst wurde konditioniertes Medium mit Hilfe von primaren humanen Osteoblasten

erzeugt und dieses anschlieBend zur Kultur von hMSC verwendet.

Im Vorversuch wurden hMSC sowohl in MSCBGM als auch in Osteoblastenwachstumsme-
dium (OGM) (jeweils konditioniert und nicht-konditioniert) kultiviert. Bei der anschlieBen-
den Messung von AP mittels qRT-PCR zeigte sich, dass zum einen deren Expression durch
Kultivierung mit konditioniertemm Medium anstieg und dass hMSC in beiden nicht-
konditionierten Medien dasselbe Expressionsniveau von AP erreichten. Dadurch war klar,
dass OGM per se keinen Einfluss auf den Differenzierungsstatus von hMSC nimmt. Da
Osteoblasten allerdings besser in OGM zu kultivieren waren, wurden alle weiteren Versu-
che mit OGM und konditioniertem OGM (kOGM) durchgefihrt.

Der erste Versuch unter standardisierten Bedingungen ergab, dass der osteogene Marker
AP durch Kultivierung in kOGM an den Tagen 4, 7, 14, 21 und 28 signifikant Uber die
entsprechenden Kontrollwerte angestiegen war, wobei eine kontinuierlichere Zunahme
bis Tag 21 gefolgt von einem deutlichen Abfall der AP-Expression zu beobachten war. Im
Vergleich dazu zeigte die AP-Expression bei der chemisch induzierten Differenzierung in
DMEM (CD) einen Spitzenwert am Tag 7 auf und fiel danach bereits ab. Nimmt man CD
als Referenzmedium fir die osteogene Differenzierung, so lassen sich aus diesen Ergeb-
nissen folgende Aussagen ableiten: Die in kOGM kultivierten hMSC weisen stets eine ho-
here Expression der AP im Vergleich zu den Kontrollen auf. Das Maximum der AP-
Expression wird ca. 14 Tage spater erreicht, was darauf hindeutet, dass mittels kOGM die
osteogene Differenzierung langsamer erfolgt als mit CD. Durch die Konditionierung mit
Osteoblasten gelangt offensichtlich Information in Form von Wachstums- bzw. Differen-
zierungsfaktoren ins Medium, die fir eine unterschiedliche Induktion der AP verantwort-

lich waren. Zur genaueren Analyse wurden deshalb weitere Marker bestimmt.

Das Hormon Leptin ist fur die Regulation des Hungergefiihls und des Energiemetabolis-
mus im Korper verantwortlich. Es wird normalerweise von Fettgewebezellen produziert
und ausgeschittet. Thomas et al. (1999) konnten zeigen, dass Leptin die osteogene Dif-
ferenzierung von Zellen aus dem Knochenmark stimuliert und gleichzeitig die Reifung von
Adipozyten unterbindet. Spater wurde entdeckt, dass primare Osteoblasten-Kulturen
mehr Leptin-Rezeptor-mRNA produzieren als entsprechende Kontrollzellen, in diesem Fall
Osteosarkomzellen und kommerziell erhaltliche Osteoblasten (Reseland et al., 2001).
Deshalb wurde in unserem Ansatz auch der Leptin-Rezeptor (LR) als weiterer Marker der
frihen Osteogenese gemessen. Bei hMSC, die mit KOGM kultiviert worden waren, stellte
sich heraus, dass die Expression des LR am Tag 4 und Tag 7 signifikant erhéht war, wah-
rend am Tag 14 zwar eine weitere Induktion von LR in kOGM zu detektieren war, aber

gleichzeitig auch die entsprechenden Kontrollen eine héhere LR-Expression zeigten. Lep-
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tin-Rezeptor-mRNA wird also durch 16sliche Faktoren, die von hOB sezerniert wurden,
stimuliert und daraufhin héher exprimiert als in Kontrollzellen. Dieser Effekt war vor al-
lem in der Frihphase deutlich erkennbar und nivellierte sich wieder Uber die Zeit (ca.

nach 14 Tagen).

Cathepsin K (CTSK) gehdrt zur Gruppe der sogenannten kollagenolytischen Proteinasen
(Garnero et al., 1998). Diese werden von Osteoklasten produziert und zur Degradation
von extrazelluldrer, osteogener Matrix ausgeschuttet, die hauptsachlich aus Kollagen I
besteht. Dariber hinaus kann CTSK auch von Osteoblasten gebildet und sezerniert wer-
den, um beispielsweise unzureichend prozessiertes Kollagen I zu recyclen (Mandelin et
al., 2006). Basierend auf der Theorie, dass Stammzellen nach der Rekrutierung aus dem
Knochenmark an den Ort des Defektes wandern und geschadigte Strukturen abbauen
missen, um an ihren Bestimmungsort gelangen zu kdnnen, liegt es auf der Hand, dass
Stammzellen proteolytische Enzyme produzieren missen. Deshalb wurde CTSK als weite-
rer Marker der frihen Osteogenese gemessen. Die Expression von CTSK stieg zunachst
am Tag 4 auf ein Vielfaches des Ausgangswertes von Tag 1 an, nahm von Tag 4 auf
Tag 7 ab und fiel am Tag 14 fast auf das Ursprungsniveau zurlick. Dabei waren die Werte
unter Kultivierung der hMSC mit kOGM sowohl am Tag 4 als auch am Tag 7 signifikant
erhéht, wahrend am Tag 14 nur noch eine leichte Zunahme der Expression im Vergleich

zu der in den Kontrollzellen zu detektieren war.

Decorin ist ein kleines Chondroitin-Dermatansulfat Proteoglykan, das aus einem Kernpro-
tein und einer einzelnen Glukosaminoglykankette aufgebaut ist. Als ein typischer Be-
standteil von Bindegewebe wurde es urspringlich aus Knochen- und Knorpelgewebe iso-
liert (Rosenberg et al., 1985). Neben seiner stabilisierenden und vernetzenden Wirkung
scheint es auch eine Rolle in der Differenzierung zu spielen, wobei es TGF- bindet (Ya-
maguchi et al., 1990). Beim Nachweis der Decorin-mRNA zeigte sich ebenfalls an den
Tagen 4 und 7 eine signifikante Erhdhung in denen mit KOGM behandelten Zellen. Dies
deutet darauf hin, dass die differenzierenden hMSC bereits vermehrt Komponenten der
extrazelluldaren Matrix produzieren. Auch die Induktion von Decorin stitzt die Hypothese,
dass Faktoren, die von Osteoblasten ins Medium ausgeschuttet werden, die frihe Osteo-

genese von hMSC triggern kénnen.

Von Sierra et al. wurde 2003 zum ersten Mal beschrieben, dass der Transkriptionsfaktor
Runx2/Cbfal (mammalian runt domain protein 2/core binding factor a 1) mit anderen
Kofaktoren den spaten osteogenen Marker Osteocalcin reguliert. Zur weiteren Analyse
des Differenzierungsstatus der mit kOGM kultivierten Zellen, wurde deshalb auch das
mMRNA-Expressionsprofil dieses Transkriprionsfaktors analysiert. Interessanterweise lie-

Ben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen mit kOGM behandelten Zellen und
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Kontrollzellen feststellen. Das deutet darauf hin, dass die loslichen Faktoren im kOGM
zwar die frihe Osteogenese induzieren kdénnen, aber keinen Einfluss auf die mRNA-
Expression von Runx2 haben. Da das hier verwendete Methodenspektrum sich auf den
Nachweis von mRNA beschriankte, konnte weder ausgeschlossen noch nachgewiesen
werden, ob Runx2 im Rahmen posttranslationaler Proteinmodifikationen verandert wur-

de, die zur Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors fihren kénnen.

Bone Sialoprotein 2 (BSP-2) ist ein Protein, das vor allem in der umgebenden extrazellu-
ldren Matrix von jungen Osteoblasten zu finden ist. Funktionell hat es groBen Anteil an
der mineralischen Kristallbildung in der ECM. Diese Eigenschaften pradestinieren BSP-2
als verlasslichen Marker der frihen osteogenen Differenzierung (Ganss et al., 1999).
Osteocalcin dagegen (OCN) findet vor allem Verwendung als Marker der spateren osteo-
genen Differenzierung. Dieses nicht-kollagendse Protein kann Calcium binden und wird
im Allgemeinen von Osteoblasten sezerniert, die sich in einer spateren Phase der Osteo-
genese befinden (Takayama et al., 2008). Betrachtet man diese beiden typischen osteo-
genen Marker, so unterstreichen die Expressionsergebnisse nach Stimulation mit kOGM
die These, dass friihe osteogene Differenzierungsstufen in hMSC erreicht werden. BSP-2,
als friher Marker, steigt Gber die Zeit an und ist nach kOGM-Kultivierung der Stammzel-
len in diesen immer signifikant erhéht. Im Gegensatz dazu zeigen sich beim spaten oste-
ogenen Marker Osteocalcin weder Uber den Zeitverlauf noch durch verschiedene Kulti-

viertungsmedien Expressionsunterschiede.

Fasst man alle Ergebnisse der Analyse osteogener Marker zusammen, so kann man fol-
gern, dass kOGM alle untersuchten Faktoren mit Ausnahme von Runx2 und Osteocalcin
induziert. Dies unterstreicht zum einen, dass konditioniertes Osteoblastenwachstumsme-
dium einen starken Stimulus fur humane mesenchymale Stammzellen darstellt, den
osteogenen Differenzierungsweg einzuschlagen. Auf der anderen Seite lasst sich dadurch
belegen, dass stimulierte hMSC auch nach langerer Kultur noch nicht in die spate Phase
der osteogenen Differenzierung eingetreten sind, da der spate Marker OCN nicht indu-
ziert wird. Dies wurde zudem dadurch bekraftigt, dass der osteogene Transkriptionsfak-
tor Runx2 nicht verstarkt synthetisiert wurde. Runx2 ist zwar in verschiedenen Phasen
der Osteogenese aktiv, aber hauptséachlich in der spateren Phase der osteogenen Diffe-
renzierung kommt ihm eine zentrale Bedeutung zu (Karsenty et al., 2000; Sierra et al.,
2003).
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F 2.2 Einfluss von hOB auf hMSC in der indirekten Kokultur

Die der hMSC-Differenzierung in unterschiedliche Zelltypen zugrunde liegenden Mecha-
nismen waren und sind nach wie vor Gegenstand intensiver Forschungsbemihungen. So
zeigten zum Beispiel Ball et al. (2004), dass hMSC durch indirekte Kokultur mit endothe-
lialen Zellen vermehrt organisierte Filamente ausbilden. Interessanterweise differenzieren
Fibroblasten in Richtung Myofibroblasten, wenn sie mit hMSC direkt kokultiviert wurden.
Durch indirekte Kokultur von murinen Myofibroblasten und MSC differenzieren MSC in
Richtung Kardiomyozyten, die partiell auch Spontankontraktionen zeigten (Xie et al.,
2006; Li et al., 2007).

Basierend auf diesen und eigenen Vorergebnissen sollte das Konzept auf humane mesen-
chymale Stammzellen und primare humane Osteoblasten angewendet werden. In der
hier vorliegenden Arbeit wurde deshalb das Differenzierungsverhalten von hMSC in der
indirekten Kokultur mit primaren Osteoblasten (hOB) untersucht. Unter physiologischen
Bedingungen unterliegen Stammzellen mdglicherweise nicht immer dem direkten Einfluss
mit terminal differenzierten Zellen, so dass der Interaktion durch Austausch von léslichen

Faktoren eine entscheidende Bedeutung zukommt.

Vor diesem Hintergrund wurden indirekte Kokultivierungsexperimente mit Hilfe eines
Transwellsystems durchgefiihrt. Im Vorversuch wurde zunachst Gber zwei Wochen getes-
tet, ob Kokultivierungen von hMSC mit hOB in unterschiedlicher Zellzahl Auswirkungen
auf das Expressionsverhalten von AP hat. Dabei stellte sich heraus, dass ein Zellzahlver-
haltnis von 2:1 (hOB:hMSC) mit einer signifikanten Expressionssteigerung der AP in
hMSC einherging. Daraus resultierten standardisierte Kokulturversuche Uber 4, 7 und 14
Tage, die einerseits mit derselben Anzahl an hOB und hMSC, und andererseits mit der
doppelten Anzahl von hOB sowie mit hMSC ohne hOB (Kontrolle) durchgefihrt wurden.
Der frihe osteogene Marker AP war signifikant ab Tag 4 erhdéht, wenn hMSC indirekt mit
hOB kokultiviert wurden und zeigte ab Tag 7 sogar einen hochsignifikanten Anstieg. Inte-
ressant war dabei die Beobachtung, dass die Kokultivierung mit der doppelten hOB-Zahl
mit einer héheren Induktion der AP-Expression einherging. Ein ahnliches Expressionspro-
fil war beim Nachweis von LR zu beobachten. Insbesondere die Expressionswerte von
BSP-2 zeigten sowohl ein zeitabhangiges, aber noch viel mehr ein von der hOB-Anzahl
abhangiges Induktionsverhalten, bei dem die doppelte Anzahl an hOB beinahe die dop-
pelte Induktion an Tag 14 hervorrief. Hingegen war beim spaten osteogenen Marker OCN

keine Expressionsanderung nachzuweisen.
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Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass - ahnlich der Resultate, die mittels der Kultivie-
rung in kOGM erreicht wurden - auch mit der indirekten Kokultur eine Induktion der fra-
hen Osteogenese erzielt werden kann. Zudem war auffallig, dass die Induktionsrate der
Markergene von der hOB-Zellzahl abhangig war, d.h. je gréBer die Osteoblastenzahl in
der Kokultur war, desto héhere Induktionsraten konnten beobachtet werden. Darlberhi-
naus zeigten die Stammzellen in der Kokultur bereits friiher als bei Kultivierung in KOGM
ein osteogenes Differenzierungsverhalten. Diese Beobachtung ist insofern plausibel, als
durch die indirekte Kokultur ein kontinuierlicher Austausch an I6slichen Faktoren ermég-
licht wird, wohingegen bei Experimenten mit konditioniertem Medium die geldsten Stoffe
moglicherweise vor dem nachsten Mediumwechsel zum Teil oder eventuell sogar voll-

standig aufgebraucht waren.

F 2.3 Microarray-Daten zu verschiedenen Zell- und
Kultivierungsarten

Mittels eines speziellen Osteogenese-Microarrays sollte das Transkriptionsprofil von hMSC
und hOB sowie von mittels CD bzw. kOGM differenzierten hMSC vergleichend untersucht
werden. Die Validitat der Microarray-Ergebnisse wurde anhand der Marker AP und CTSK
Uberprift. Beide Gene zeigten sowohl im Microarray als auch in der gRT-PCR eine Induk-
tion nach Stimultation von hMSC mit kOGM. Zudem wiesen auch hOB eine verstarkte

Expression dieser Marker auf.

Auffallig ist, dass wahrend der durch kOGM induzierten Differenzierung die meisten der
Gene im Vergleich zu unbehandelten hMSC herabreguliert werden. Deshalb liegt die
Vermutung nahe, dass Stammzellen im Vergleich zu ausdifferenzierten Zellen eine Viel-
zahl von Genprodukten benoétigen, um auf zahlreiche Stimuli reagieren zu kdnnen
(Terskikh et al., 2003).

Wurden hMSC in CD kultiviert, so wurden im Vergleich zu unbehandelten hMSC beinahe
ebenso viel Gene herauf- wie herabreguliert. Insgesamt gab es weniger Genveranderun-
gen zu detektieren als bei mit kOGM kultivierten hMSC bzw. OGM. Das lasst die These
zu, dass die chemischen Faktoren zwar einzelne osteogene Marker induzieren bzw. ver-
andern, aber der Grundcharakter der so behandelten hMSC eher dem der Stammzellen

entspricht.

Im Hinblick auf osteogen relevante Faktoren findet man wesentlich mehr Ubereinstim-
mungen zwischen hOB und mit kOGM behandelten hMSC als zwischen hOB und mit CD
kultivierten hMSC. Die héhere Konkordanz zwischen hOB und mit kOGM differenzierten

hMSC weist darauf hin, dass sie auch hinsichtlich ihres Differenzierungsgrades eine gro-
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Bere Ahnlichkeit zeigen. Bei den hochregulierten Genen handelt es sich um die frithen
osteogenen Marker AP und CTSK, den Calcitonin-Rezeptor als Zielprotein von Calcitonin,
welcher die Knochenresorption in vitro sowie in vivo hemmen kann (Dacquin et al., 2004)
und SMAD9, ein Transkriptionsfaktor der TGF-g/BMP-Signalkaskaden (Ross et al., 2008).
Dagegen sind die meisten Gene fir die Bildung von ECM-Proteinen wie z. B. Kollagene
nicht induziert. Dies weist erneut darauf hin, dass sich die mit KOGM kultivierten hMSC
nach der Zeit von zwei Wochen noch in der Friihphase der osteogenen Differenzierung

befinden.

F 24 Mineralisierungsfahigkeit von Osteoblasten

Osteoblasten durchlaufen in ihrer Entwicklung von mesenchymalen Vorlduferzellen bis
zum terminal differenzierten Osteozyten verschiedene Stadien. Westendorf et al. (2004)
beschreiben hierfir funf Phasen: pluripotente Stammzelle, Osteoprogenitor, Praoste-
oblast, reifer Osteoblast und Osteozyt. Zundchst steht die Proliferation und Expansion im
Vordergrund, spater die Produktion einer kollagenhaltigen, extrazelluldren Matrix und die
frihe Differenzierung der Zellen und erst in der letzten Phase die terminale Differenzie-

rung sowie die Mineralisierung der ECM (Harada & Rodan, 2003).

Um einen Hinweis auf den Entwicklungsstand der von uns eingesetzten hOB gewinnen zu
kénnen, wurden die hOB Uber den Zeitraum von 14 Tagen mit verschiedenen Differenzie-
rungszusatzen behandelt und anschlieBend zum Nachweis von Kalziumphosphat mittels
Alizarin-Rot angefarbt. Uberraschenderweise konnten wir nur eine positive Farbung beo-
bachten, wenn mindestens die beiden Zusatze Dexamethason und B-Glycerolphosphat im
Medium vorhanden waren. Das ist womdéglich darauf zurickzufihren, dass es sich bei
diesen Zellen um osteogene Vorlauferzellen bzw. Osteoblasten aus einer friiheren Diffe-

renzierungsphase handelt, die noch nicht ECM mineralisieren kédnnen.
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F3 Osteogenese und Wnt-Signaltransduktionsweg

F 3.1 Zytosolisches B-Catenin

Die semiquantitative Analyse von B-Catenin mittels Western Blot ergab am Tag 3 eine
zweifache Induktion von B-Catenin nach Kultivierung mit KOGM im Vergleich zum Kon-
trollmedium. B-Catenin ist der intrazelluldre Ubertrédger der Information von Wnt und
wird nach Aktivierung des kanonischen Weges vermindert abgebaut, wodurch es zu sei-
ner Akkumulation mit nachfolgendem Transfer in den Zellkern kommt (Neth et. al,
2007). Aus diesem Ergebnis kann geschlossen werden, dass durch kKOGM entweder zu-
satzliches B-Catenin von der Zelle synthetisiert wird oder eine Verminderung des Degra-
dationsprozesses in Frage kommt. Trate der zweite Fall ein, so ware dies ein weiterer
wichtiger Hinweis darauf, dass humane Osteoblasten einen oder mehrere Wnt-Liganden

sezernieren, die den kanonischen Wnt-Weg aktivieren kénnen.

F 3.2 Osteogene Marker nach Inhibition des Wnt-Weges

Uber einen méglichen Einfluss des Wnt-Signalweges auf die Osteogenese verschiedener
Stammzellen gibt es unterschiedliche und sich teilweise widersprechende Aussagen. So
zeigten De Boer et al. (2004), dass Wnt3a bzw. die alternative Aktivierung durch LiCl die
Dexamethason-induzierte Osteogenese inhibieren kann. Allerdings wird gleichzeitig ein
dosisabhangiger Effekt beschrieben. In niedriger Dosis induziert Wnt3a die Proliferation,
wohingegen in hohen Dosen die adipogene Differenzierung blockiert und Alkalische Phos-

phatase vermehrt exprimiert wird.

Lithium wird zur Langzeitbehandlung von manisch-depressiven Patienten verwendet
(Shaw et al., 2004). In einer 2005 erschienenen Studie zeigte sich, dass diese Patienten
ein geringeres Risiko fur Knochenbriche im Vergleich zur Kontrollgruppe haben. Teilwei-
se konnte ein Dosis-abhangiger Effekt beobachtet werden, den die Autoren auf die inhi-
bierenden Eigenschaften von LiCl hinsichtlich der Knochenresorption zurlckfihrten
(Vestergaard et al., 2005).

Andererseits entdeckten Gong et al. (2001), dass loss-of-function-Mutationen im Kore-
zeptor LRP5 mit dem Krankheitsbild des Osteoporosis Pseudoglioma Syndrom (OPPG),
einer schweren Osteoporose mit fortschreitender Erblindung, einhergehen. Kurz darauf
beschrieben verschiedene Gruppen, dass bestimmte gain-of-function-Mutationen im
N-Terminus des Korezeptors LRP5 eine Zunahme der Knochenmasse bewirkten (Boyden
et al., 2002; Ferrari et al., 2005; Balemans et al., 2007). Dariber hinaus spielt der ka-

nonische Wnt-Signalweg bei der Selbstreplikation von Stammzellen bei der vermehrten
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Rekrutierung junger Praosteoblasten sowie bei der Repression der Apoptoserate in Oste-

oblasten und Osteozyten eine tragende Rolle (Krishnan et al., 2006).

Interessanterweise schildern Westendorf et al. (2004), dass der Wnt-Signalweg Glyco-
saminoglykane (z.B. Heparinsulfat und Chondroitinsulfat) in der Extrazellularmatrix bené-
tigt. Diese tragen dazu bei, einen Wnt-Gradienten aufzubauen. Wie bereits erwahnt, ist
die osteogene ECM zur Speicherung von Wachstumsfaktoren wie z. B. TGF-p féhig, was
prinzipiell auch fir Wnt-Liganden zutreffen kdnnte. Trotzdem ist bis heute unbekannt,
welche Zellart Wnt-Liganden in der physiologischen Nische der knochenformenden Um-

gebung herstellt.

Um einen ndheren Einblick beziglich des Wnt-Weges im Rahmen des osteogenen Diffe-
renzierungsprozesses zu erlangen, wurden in einem RNA-Interferenz-basierten Ansatz
die beiden Differenzierungsansatze (kOGM und CD) verglichen. Durch Ausschaltung des
Signalwegs mittels siRNA gegen [(-Catenin sowie LRP5 sollte eine /oss-of-function-
Situation nachgeahmt werden. Zunachst zeigte sich, dass durch die Verwendung von
kOGM die Expression der AP in den Kontrollzellen im Vergleich zu OGM-behandelten Zel-
len deutlich anstieg. Nach vorheriger Transfektion der Zellen mit siRNAs gegen B-Catenin
bzw. LRP5 war eine verminderte AP-Expression zu verzeichnen. Im Vergleich dazu pra-
sentierte sich ein vollig anderes Muster bei Verwendung von OGM und CD. Beide Medien
bewirkten eine erhéhte AP-Expression bei B-Catenin-Knockdown, aber eine herabgesetzte

Expression nach LRP5-Knockdown.

Aus diesen ersten Ergebnissen lasst sich folgern, dass die Inhibition des Wnt-Signalweges
durch RNAi gegen B-Catenin bzw. LRP5 mit einer deutlich verminderten AP-Expression
einhergeht. Deshalb stellten sich zwei wesentliche Fragen, namlich:

1. Ist der Wnt-Signalweg entscheidend fir die frihe Osteogenese in hMSC und wird der
Ligand durch Osteoblasten produziert und ausgeschuttet?

2. Wenn der Wnt-Signalweg eine friihe Osteogenese induziert und somit ein Ausschalten
des Weges die Differenzierung inhibiert, warum werden dabei nicht alle Differenzie-

rungsmarker auf gleiche Art und Weise beeinflusst?

Die letztere Frage ldsst sich folgendermaBen beantworten. Es ist bekannt, dass der ka-
nonische Wnt-Signalweg nicht der einzige ist, der durch Wnt-Liganden aktiviert werden
kann (z. B. Westendorf et al., 2004). Unter den nicht-kanonischen Signalwegen gibt es
den sogenannten Wnt/Ca?*-Signalweg, der lber die intrazelluldre Aktivierung heterotri-
merer G-Proteine zytosolisches Ca?* erhoht, zyklisches GMP erniedrigt und die Proteinki-
nase C und damit NF-AT (nuklearer Faktor aktivierter T-Lymphozyten) aktiviert. Ein drit-

ter madglicher Signalweg ist der planare Zellpolaritdtsweg (PCP), bei dem Rho/Rac-
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GTPasen und die Jun N-terminale Kinase (JNK) aktiviert werden. Letzterer spielt vor al-
lem in der Embryogenese eine wichtige Rolle. Neuere Verdffentlichungen beschreiben
zudem, dass der PCP genauso wie der kanonische Weg Uber Dishevelled (Dsh) vermittelt
wird (Veeman et al., 2003), wobei beim PCP-Weg das Actin-Skelett modifiziert wird.
Durch einen weiteren nicht-kanonischen Weg wird Uber die Proteinkinase C die Muskel-
myogenese beeinflusst. Der Ca’*-Weg wird der Proteinkinase A zugeteilt (Johnson et al.,
2006). In den genannten Fallen wirkt p-Catenin nicht als zentraler Transkriptionsmedia-

tor.

Vorstellbar ist nun, dass bestimmte osteogene Marker nicht nur Uber einen einzigen Sig-
nalweg gesteuert werden, sondern Uber mehrere. Da nicht vollstdndig geklart ist, wie der
Wnt-Weg Uber LRP5 und den Frizzled-Korezeptoren reguliert wird, ist es durchaus denk-
bar, dass ein Ausfall von LRP5, als extrazellular wirksamer Korezeptor des kanonischen
Wnt-Signalweges, zu gréBeren Unterschieden flhrt als die selektive Hemmung von B-Ca-
tenin durch RNAi, dessen Funktion weiter downstream in der Kaskade zum Tragen
kommt. D.h. es wére durchaus méglich, dass nach der Ubertragung des Signals von ext-
ra- nach intrazellular Uber den ternidren Komplex mit LRP5 und einen Frz-Molekll zwar
die Aktivierung von Zielgenen durch pB-Catenin nicht erfolgen kann, aber ein anderer der
bereits beschriebenen Wnt-Signalwege weiter seine Funktion ausliben kann. Dariber
hinaus gibt es viele Hinweise darauf, dass auBer dem Wnt-Signalweg weitere
Signaltransduktionswege an der Osteogenese beteiligt sind. Dazu zahlt u.a. der BMP-
Signalweg (Rawadi et al., 2003). Der Einfluss dieser Signalkaskade kénnte deutlich an
Einfluss gewinnen, da zudem bekannt ist, dass es eine enge Verbindung zwischen dem
BMP- und Wnt-Signaling gibt (Nakashima et al., 2005).

Als zweiter Marker wurde der Leptin-Rezeptor (LR) gemessen. Auch hier ergaben sich
groBe Unterschiede. Zum einen zeigte sich, dass die Verwendung von CD mit einer ca.
10-fach héheren Expression einhergeht. hMSC, die in OGM bzw. kOGM kultiviert wurden,
wiesen ein ahnliches Expressionsniveau von LR auf. kOGM zeigte allerdings Uberraschen-
derweise eine Induktion von LR nach Knockdown von B-Catenin bzw. LRP5, wobei hier
das Ausschalten von B-Catenin den starksten Effekt nach sich zog. Dies legt die Vermu-
tung nahe, dass die Expression des Leptin-Rezeptors durch den kanonischen Wnt-
Signalweg normalerweise gehemmt wird, da unter nicht-stimulierenden Bedingungen
(OGM) keine signifikanten Unterschiede nach Knockdown von B-Catenin bzw. LRP5 zu

detektieren waren.

Sowohl RNAi gegen B-Catenin als auch gegen LRP5 fUhrten zu erhdéhten Cathepsin K
(CTSK)-Werten im Vergleich zur Negativkontrolle. Auch hier zeigte sich, dass unter OGM-
Bedingungen CTSK inhibiert wird, da nach Ausschaltung des Wnt-Signalweges bzw. Sti-
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mulation durch kOGM die Expression von CTSK wieder anstieg. Urspringlich war CTSK,
eine kollagenolytische Cysteinprotease zum Abbau von Kollagen I in der organischen
Knochenmatrix, flr ihr Vorkommen in Osteoklasten bekannt. In der jlingeren Literatur
wird aber darauf hingewiesen, dass beim Knochenumbau auch andere Zellen wie z.B.
Osteoblasten die Produktion von Cathepsin K Ubernehmen und damit zum Abbau der
Matrix beitragen kénnen (Mandelin et al., 2005). Ein weiterer Unterschied zwischen den
mit KOGM differenzierten Zellen und denjenigen, die mit CD differenziert wurden, besteht
darin, dass sich erstere in der friihen Differenzierungsphase befinden. In diesem Zusam-
menhang ist von Interesse, dass der Wnt-Signalweg v.a. in der frihen osteogenen Diffe-
renzierungsphase aktiv ist, wahrend er in der spaten Phase reprimiert wird (De Boer et
al., 2004).

Die mRNA-Daten von Decorin zeigten im Rahmen der Standardabweichung keinen Unter-
schied zwischen den diversen Ansatzen mit OGM und kOGM. Vermutlich hat weder die
Behandlung mit konditioniertem Medium noch die Ausschaltung des Wnt-Signalweges
einen Einfluss auf die Expression. Durch die Verwendung von CD lieB sich hier aber eine
ca. 10-fache Induktion im Vergleich zu den Gegebenheiten bei Verwendung von OGM
bzw. KOGM erreichen. Die Ausschaltung von LRP5 zog eine signifikante Erniedrigung des
Decorin-Wertes nach sich. MutmaBlich induziert eine der chemischen Substanzen, die bei
der Generierung von CD verwendet wurden, die Produktion von Decorin-mRNA. Mdgli-
cherweise ist dabei auch LRP5 beteiligt, indem es einem positiven Effekt auf diese Wir-

kung auslibt.

Mit dem Transkriptionsfaktor Runx2 wurde ein Faktor bestimmt, der wahrend der Diffe-
renzierung vom Stadium der Osteoprogenitoren/Praosteoblasten Uber das reife Oste-
oblastenstadium bis hin zum Osteozytenstadium aktiv ist (Komori et al., 2003; Huang et
al., 2007). Auffallig war, dass die Runx2-Expression ein gegenlaufiges Muster beim Ver-
gleich von kOGM und OGM zeigte. Bei Verwendung von OGM war Runx2 nach B-Catenin-
Knockdown erniedrigt, wahrend es bei kOGM erhéht war. Nach der Kultivierung in CD
war die Runx2-Expression in allen drei Proben im Vergleich zu den anderen Medien er-
héht, wobei kein signifikanter Unterschied untereinander festgestellt werden konnte. Das
deutet darauf hin, dass bei Kultivierung von Stammzellen in OGM ohne zusatzlichen Sti-
mulus bereits eine - zumindest partielle - Aktivierung des Wnt-Signalweges vorliegt, da
nach B-Catenin-Knockdown die Runx2-mRNA-Expression deutlich abfallt. Der LRP5-
Knockdown dagegen scheint keine Auswirkungen zu haben. Andererseits wird Runx2
hochreguliert, wenn ein Stimulus vorliegt (kOGM) und der Wnt-Signalweg durch [-
Catenin-siRNA ausgeschaltet wird. Widersprichlicherweise liegt dagegen bei LRP5-
Ausschaltung keine Veranderung vor, so dass die Frage offen bleibt, ob tatsachlich der

Wnt-Signalweg entscheidend ist oder aber nur B-Catenin eine Schlisselrolle spielt. Fur
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Runx2 wurde beschrieben, dass es zum einen durch BMP und TGFpB zur Aktivierung
kommt. Andererseits zeigten Gaur et al. (2005), dass kanonische Wnt-Liganden Runx2
positiv Uber Tcfl beeinflussen, was zum Beginn der osteogenen Differenzierung flhrt.
Denkbar ist auch, dass fir die Aktivierung von Runx2 entweder LRP6 ausschlaggebend ist
oder B-Catenin das verknipfende Molekll zwischen Wnt- und anderen Sighalwegen, wie
z. B. einer BMP-Signalkaskade, darstellt (Mbalaviele et al., 2005).

Positive Auswirkungen von kOGM auf das Expressionsprofil von BSP-2 waren zuvor schon
gezeigt worden. In dieser Versuchsreihe hingegen zeigte sich, dass der friihe osteogene
Marker durch p-Catenin beeinflussbar ist. So stieg der Marker signifikant an, nachdem
der intrazelluldare Transmitter des kanonischen Wnt-Signalweges herabreguliert worden
war. Das weist darauf hin, dass gerade an der Schnittstelle verschiedenster Signale auch
eine Regulation dieses Proteins erfolgt. Es scheint, dass gewisse Signale des konditionier-
ten Osteoblastenwachstumsmediums BSP-2 erhdéhen, was zusatzlich durch die Hemmung
des Wnt-Sighalweges geférdert wird. Wie zuvor schon gezeigt, konnte auch in dieser
Versuchsreihe keine Veranderung weder nach Stimulation mit kOGM noch nach Verwen-
dung von siRNA beim spaten osteogenen Marker Osteocalcin gezeigt werden. Zum einen
bestatigt das unsere Hypothese, dass sich die so differenzierten hMSC in einem frihen
Stadium der Osteogenese befinden. Zum anderen scheint der Wnt-Signalweg in der Ex-

pression von OCN nicht nachhaltig beteiligt zu sein.

Als letztes Gen wurde in diesem Versuchsansatz das Zellzyklus regulierende Cyclin D1
gemessen. Cyclin D1 ist ein klassisches Wnt-Zielgen, was durch Aktivierung des Signal-
weges vermehrt gebildet wird (Tetsu et al., 1999; Shtutman et al., 1999; Neth et al.,
2006). Daraus lasst sich folgern, dass, falls ein oder mehrere aktivierende Wnt-Liganden
im kOGM vorhanden waren, zum einen die Cyclin D1-Expression bei Verwendung von
kOGM in den Zellen ansteigen und zum anderen durch die Ausschaltung des Signhalwegs
ein Abfallen der Expression deutlich werden sollte. Doch gerade der gegenteilige Effekt
wurde beobachtet. So zeigte sich bei den Kontrollproben der in kOGM kultivierten hMSC
die niedrigsten Expressionswerte von Cyclin D1, wahrend sowohl OGM- als auch CD-
Proben héhere Expressionswerte aufwiesen. Gleichzeitig ist erkennbar, dass der Knock-
down von B-Catenin bzw. LRP5 bei in OGM und CD kultivierten hMSC keinen Unterschied
in der Cyclin D1-Expression hervorrufen. Im Gegensatz dazu induziert der Knockdown
von B-Catenin bzw. LRP5 die Cyclin D1-Expression in kOGM-behandelten Zellen. Ein Er-
klarungsansatz hierfir ist, dass verschiedene Faktoren von Osteoblasten sezerniert wer-
den, die teilweise durch Wnt geblockt werden. Wird diese Barriere ausgeschaltet, so er-
hoéht sich dementsprechend der Einfluss der anderen Faktoren und der Marker kann an-

steigen.
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F4 Zusammenfassende Beurteilung der alternativen
Differenzierung

Zusammenfassend betrachtet, zeigte sich, dass von Osteoblasten ausgeschittete Fakto-
ren das transkriptionelle Profil von hMSC nachhaltig beeinflussen. Ahnliche Ergebnisse
wurden bei der indirekten Kokultur von murinen embryonalen Stammzellen mit fetalen
Osteoblasten beobachtet. Dabei differenzierten diese murinen ESC in Osteoblasten, was
Uber die Bildung von mineralisierten Knochenknétchen nachgewiesen wurde (Buttery et
al., 2001). In der vorliegenden Promotionsarbeit wurde gezeigt, dass die Présenz von
Osteoblasten in der Nahe der Stammzellen die friihe Osteogenese in hMSC auslésen
kann, wobei konditioniertes Medium einen ahnlichen Effekt bewirkt, was auf die Wirkung
von |8slichen Faktoren schlieBen 18Bt. Ubertragen auf die Situation in vivo bedeutet dies,
dass zum einen Osteoblasten eine wichtige Kontrollfunktion in der Stammzell- und/oder
Differenzierungsnische innehaben. Zum anderen lassen diese Ergebnisse vermuten, dass
Osteoblasten dazu in der Lage sind, Uber die Produktion I8slicher Faktoren das Differen-
zierungsverhalten von hMSC Uber eine gréBere Entfernung zu steuern. Es ist bekannt,
dass bei der in vivo-Differenzierung multiple Morphogene, Wachstumsfaktoren und Hor-
mone beteiligt sind. Beispielsweise wird neben dem Wnt/pg-Catenin-Signhalweg auch den
BMPs (bone morphogenic protein) und dem TGF-B-Signalweg eine wichtige Rolle zuge-

sprochen (Friedman et al., 2006).

In der Promotionsarbeit wurden zum ersten Mal unter partieller Hemmung des kanoni-
schen Wnt-Weges alle drei verschiedenen Differenzierungsansatze in ein und derselben
Versuchsreihe verglichen. Hier zeigte sich, dass durch das chemische Differenzierungs-
medium zwar meist héhere Expressionsniveaus des jeweils gemessenen Differenzie-
rungsmarkers erreicht wurden, das Expressionsmuster an sich aber sehr groBe Ahnlich-
keit mit denjenigen hMSC aufwies, die im zur Kontrolle verwendeten Osteoblasten-

wachstumsmedium kultiviert worden waren.

Die selektive Ausschaltung zweier Komponenten des Wnt-Signalwegs (B-Catenin, LRP5)
mit anschlieBender Stimulation der Zellen durch kOGM brachten zum einen weitere Hin-
weise darauf, dass eine Verbindung zwischen dem Wnt-Signalweg und der friihen Osteo-
genese in hMSC besteht. Gleichzeitig zeigte sich aber auch, dass die Ergebnisse nicht
allein mit der Modulation des Wnt-Sighalweges erklarbar waren, sondern eine weitere
Regulation der Marker wahrscheinlich ist. Die Vermutung liegt also nahe, dass auBer
Wnt-Liganden auch andere Faktoren von Osteoblasten sezerniert werden, die ebenfalls

mit der friihen Osteogenese assoziiert sind.
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G Ausblick

Im Rahmen des zweiten Teils der Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass die al-
ternative Differenzierung von hMSC unter dem Einfluss von Osteoblasten frihe osteoge-
ne Expressionsmarker in ahnlicher Weise verandert, wie sie auch in den von uns verwen-
deten hOB vorkommen. Im Gegensatz dazu konnte dies bei Verwendung von chemischen
Zusatzen im Differenzierungsmedium nicht bestatigt werden. Daraus resultiert eine weit-
aus natdrlichere Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen durch die Stimulation
von Osteoblasten im Vergleich zur Verwendung chemischer Differenzierungszusatze mit
dem Vorteil, dass auf kérperfremde Substanzen, wie beispielsweise Dexamethason, ver-

zichtet werden kann.

Aufbauend auf die Ergebnisse dieser Arbeit sollte das Konzept auf einen direkten Kokul-
turansatz Ubertragen werden (Kim et al., 2003). Vorteilhaft wére daran, dass dadurch
insbesondere Fusionsereignisse, die eine schnellere Differenzierung ermdglichen kdnnten,
genauestens untersucht wirden. Dazu ist es ndtig, Stammzellen und priméare Oste-
oblasten dauerhaft voneinander unterscheiden zu kdnnen. Dies kdnnte beispielsweise
durch stabile Transfektionen und dem Einschleusen unterschiedlicher Fluoreszenzproteine

in die beiden Zellarten realisiert werden.

Um diese Erkenntnisse fir zukilnftige therapeutische Verwendungen in vivo zuganglich
machen zu kdénnen, missen alternativ differenzierte MSC, die unter dem Einfluss von
Osteoblasten generiert worden waren, im Mausmodell evaluiert werden. Dabei ware zu
Uberprifen, ob die so differenzierten Zellen im Vergleich zu nativen Osteoblasten bzw.
chemisch differenzierten Stammzellen eine bessere Regenerationskapazitat in einem mu-

rinen Knochendefektmodell aufweisen.

Sollten die Knochendefekte bei der Maus in vivo erfolgreich auf diese Weise behandelbar
sein, so sollte als nachster Schritt der gleiche therapeutische Ansatz auch am Menschen
angewendet werden. Vorstellbar ist, dass im Rahmen eines ausgedehnten angeborenen
oder auch erworbenen Knochenleidens (z. B. Unfallfolge) zundchst hMSC sowie hOB vom
Patienten entnommen werden. Nach Expansion und Differenzierung durch direkte oder
indirekte Kokultur in vitro kénnten diese Zellen daran anschlieBend entweder direkt oder
angesiedelt auf einer Leitschiene reimplantiert werden, um den Defekt am Knochen

durch autologe Zelltherapie zu beheben (Serakinci et al., 2006).
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