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Kurzform                         Vollständige Bezeichnung                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                …… 
PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat 
Porc Porcupine 
PPARγ Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma 
pre-miRNA precursor miRNA 
pri-miRNA primary miRNA 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
Pygo pygopus homolog 
qRT-PCR quantitative real-time PCR 
RAD51 DNA repair protein RAD51 homolog 1 
Ran-GTP Ras-verwandtes nukleäres Protein mit Guanosintriphosphat 
RbAp46 Retinoblastom-assoziiertes Protein 46 
RECK reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs 
RELMβ resistin-like molecule beta 
rHRE reverse hypoxia-responsive element 
RIPA Radioimmunopräzipitationsassay 
RISC RNA-induced silencing complex 
RNA ribonucleic acid 
RNAi RNA interference 
RPLP0 ribosomal protein, large, P0 
rpm revolutions per minute 
RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institute-1640 
RT Reverse Transkription 
RUNX2 Runt-verwandter Transkriptionsfaktor 2 
SD standard deviation 
SDS sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE SDS polyacrylamide gel electrophoresis 
siRNA small interfering RNA 
SKP1 S-Phase Kinase-assoziiertes Protein 1 
SMAD mothers against decapentaplegic homolog 
SNORD44 snoRNA, C/D box 44 
snoRNA small nucleolar RNA 
SNP single nucleotide polymorphism 
SP Spezifitätsprotein 
SPI Serinproteaseinhibitor 
SSEA-4 stadiumspezifisches embryonisches Antigen-4 
STAT3 Signaltransduktor und Aktivator der Transkription 3 
STRO-1 stromal precursor antigen-1 
TBS Tris-buffered saline 
TBS-T TBS-Tween® 20 
TCF T-Zell-Faktor 
Tgat triple functional domain-related transforming gene in adult T-cell 
 leukemia tumor cells 
TIE1 tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-like domains 1 
TIMP tissue inhibitor of metalloproteinase 
TLE1 transducin-like enhancer protein 1 
TNF-α Tumornekrosefaktor alpha 
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Kurzform                         Vollständige Bezeichnung                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                …… 
TRBP trans-activation response RNA-binding protein 
TRE 12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate-responsive element 
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
Tris-HCl Tris-Hydrochlorid 
ULT ultra low temperature 
uPAR Urokinase-Typ Plasminogenaktivator-Rezeptor 
UV Ultraviolett 
UW University of Washington 
VCAM1 vascular cell adhesion molecule 1 
VEGFA vascular endothelial growth factor A 
v-Ki-ras Kirsten rat sarcoma viral oncogene 
w/v weight per volume 
WIF-1 Wnt inhibitory factor 1 
Wnt wingless-type mouse mammary tumor virus integration site 
WST-8 water-soluble tetrazolium-8 
WTX Wilms-Tumorgen auf dem X-Chromosom 
Zn2+ Zinkion 
ZNF814 Zinkfingerprotein 814 
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B Übersicht 
B.1 Zusammenfassung 
Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Rolle des zellmembrangebundenen Glykopro-

teins RECK in humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs). Bisher wurde RECK vor-

nehmlich in Tumorzellen untersucht, wo eine verringerte RECK-Expression häufig mit einer 

verstärkten zellulären Invasivität und Malignität dieser Tumoren korreliert. In physiologisch 

gesunden Zellen, wie hMSCs, ist über die Rolle von RECK bislang nur sehr wenig bekannt. 

Charakteristisch für hMSCs ist ihre Fähigkeit zur Selbsterneuerung sowie zur Differenzierung 

in mesenchymale Zelltypen wie Knochen- und Fettzellen. Aufgrund ihrer besonderen Eigen-

schaften gelten hMSCs als vielversprechendes Hilfsmittel für zelltherapeutische Anwendungen 

in der Klinik. Voraussetzung hierfür ist jedoch ein tieferes Verständnis der zellulären und mole-

kularen Mechanismen, die das Verhalten von hMSCs steuern. Ziel der vorliegenden Arbeit war 

es daher, die Bedeutung von RECK für Wachstum, Beweglichkeit und Differenzierung von 

hMSCs zu untersuchen. 

Das Abschalten der endogenen RECK-Expression durch einen RNAi-vermittelten Knockdown 

in hMSCs ergab keine signifikanten Veränderungen bezüglich der Teilungsrate oder der mito-

chondrialen Stoffwechselaktivität dieser Zellen. Des Weiteren zeigten hMSCs in Abwesenheit 

von RECK, entgegen bisheriger Erkenntnisse in Tumorzellen, keine Änderung im Proteolyse-

abhängigen Invasionsverhalten. Dies stand im Einklang mit der Beobachtung, dass die basa- 

len Biosyntheseraten EZM-degradierender Proteinasen wie MMP-2 und MT1-MMP oder des 

endogenen MMP-Inhibitors TIMP-1 in RECK-defizienten hMSCs unverändert blieben. Aller-

dings gelang erstmals der Nachweis, dass RECK als Repressor der zellulären Expression von 

TIMP-2 und TIMP-3 fungiert. Darüber hinaus wiesen RECK-Knockdown-hMSCs trotz ihrer 

vergleichsweise besseren Adhäsion an Plastikoberflächen eine schnellere und gerichtetere Mi-

gration als Kontrollzellen auf. Dieser Umstand konnte dadurch erklärt werden, dass hMSCs in 

Abwesenheit von RECK ein deutlich erhöhtes chemotaktisches Potential aufwiesen. Weiter-

führende Untersuchungen ließen jedoch keinen signifikanten Einfluss von RECK auf die 

Transkription der migrationsrelevanten Gene IGF1, MENA, N-WASP und VEGFA oder der 

miRNAs let7f, miR-124, miR-126-3p, miR-126-5p und miR-335 erkennen. Offenbar sind da-

von abweichende, bislang unbekannte Faktoren an der Regulation der chemotaktischen Migra-

tion von hMSCs durch RECK beteiligt. Untersuchungen zur Differenzierung von hMSCs zeig-

ten, dass RECK in diesem Zusammenhang die Funktion eines molekularen Schalters erfüllt: 

RECK hemmt einerseits die Adipogenese von hMSCs und fördert anderseits deren Osteo-

genese, wie Zellfärbungen mit Oil Red O und Alizarin Red S sowie Quantifizierungen der 
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C.1.3 Funktionen von hMSCs 
C.1.3.1 Differenzierung 
MSCs aus dem Knochenmark sind durch ihre Multipotenz in der Lage, wichtige Zelltypen me-

sodermalen Ursprungs zu bilden. Dazu zählen charakteristischerweise Knochen-, Knorpel- und 

Fettzellen [6] sowie Stromazellen, welche die Hämatopoese unterstützen [16]. Eine keimblatt-

übergreifende, etwa endodermale Differenzierung in Leber- [17] und Muskelzellen [18] ist je-

doch ebenso möglich wie ihre Umwandlung in Nervenzellen des Ektoderms [19]. Aufgrund 

dieser als Transdifferenzierung bezeichneten Fähigkeit, unter passenden Kultivierungsbedin-

gungen keimblattübergreifend zu differenzieren, werden MSCs mittlerweile auch als pluripo-

tent bezeichnet [20] (Abb. 1). 

 

 
Abb. 1 Differenzierungspotential von MSCs. Schematische Darstellung ausgewählter multi- (—›) 
 und pluripotenter ( ›) Differenzierungen sowie der Selbsterneuerung von MSCs aus einer 
 Stammzellnische im Knochenmark. (Bildmaterial von Uccelli et al., 2008 mit Modifikatio-
 nen [21]) 

 

Diese Eigenschaft ist jedoch insofern mit Vorsicht zu betrachten, als es in vivo vereinzelt zu 

Fusionen von MSCs mit nicht mesodermalen Empfängerzellen kommt und dann fälschlicher-

weise von einer Transdifferenzierung ausgegangen wird [22]. 
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Ähnlich vielfältig wie ihr Differenzierungspotential sind auch die Organe, in denen MSCs 

außerhalb des Knochenmarks auftreten können. So ist deren Isolierung aus perivaskulären 

Wachstumsnischen in Bauchspeicheldrüse, Gehirn, Leber, Lunge, Milz, Niere, Skelettmus-

keln, Thymus und größeren Blutgefäßen möglich [23]. Ferner können diese Zellen aus Fett-

gewebe [24] und Haut [25] gewonnen werden, wobei ihre Umwandlungsfähigkeit in Osteo-, 

Chondro- und Adipozyten trotz voneinander abweichender Transkriptome vergleichbar ist [26]. 

Darüber hinaus macht es beispielsweise für die Regeneration von Knochen mit Hilfe von MSCs 

keinen Unterschied, ob letztere aus dem Fettgewebe oder dem Knochenmark stammen, solange 

die Zellen nur entsprechend lange in einem osteogenen Differenzierungsmedium vorinkubiert 

werden [27]. 

 

C.1.3.2 Immunmodulation 
Eine weitere Schlüsseleigenschaft von MSCs ist ihr immunmodulatorisches Potential. Darunter 

versteht man ihre Fähigkeit, die Immunantwort eines Organismus abschwächen zu können. Da-

bei müssen sich die Zellen in einem inflammatorischen Milieu befinden, welches IFN-γ zusam-

men mit einem oder mehreren der drei Zytokine IL-1α, IL-1β und TNF-α enthält [28]. Das viel-

seitigste aller von MSCs bei der Immunmodulation sezernierten regulatorischen Proteine ist 

PGE2. Es blockiert sowohl die Proliferation als auch die Aktivierung von natürlichen Killer-

zellen [29], verhindert die Reifung dendritischer Zellen [30], unterbindet die makrophagen-

vermittelte Migration neutrophiler Granulozyten [31] und hemmt die Proliferation von Helfer- 

und Effektor-T-Zellen [32]. Ferner inhibieren MSCs über bisher unbekannte humorale Faktoren 

die Proliferation von B-Lymphozyten [33]. Im Gegensatz zu diesen zellkontaktunabhängigen 

Effekten löst die direkte Interaktion mit MSCs bei Helfer- oder Effektor-T-Zellen eine Apopto-

se aus, welche in der Folge die Proliferation regulatorischer T-Zellen durch Makrophagen för-

dert [34]. 

 

C.1.4 Therapeutische Einsatzmöglichkeiten von hMSCs 
Aufgrund dieser vielfältigen biologischen Eigenschaften stellen MSCs eine vielversprechen- 

de Grundlage für eine Vielzahl therapeutischer Anwendungen dar. So wurde ihre Differenzie-

rungskapazität bereits für die erfolgreiche Zellregeneration bei Vernarbungen des Lebergewe-

bes [35], Knorpelschäden [36], Störungen des Knochenstoffwechsels [37], Schlaganfällen [38] 

und Herzmuskelerkrankungen [39] eingesetzt. Zudem gelang durch das immunmodulatorische 

Potential dieser Zellen eine Behandlung chronischer Entzündungen von Haut [40], Skelett-

muskeln [41], Nervenfasern [42] und dem Verdauungstrakt [43] sowie die Vermeidung von 
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Abstoßungsreaktionen nach Transplantationen [44]. Bis jedoch ein auf hMSCs basierendes Be-

handlungsverfahren offiziell zugelassen werden kann, sind zahlreiche klinische Studien mit po-

sitivem Verlauf erforderlich. Nach Informationen des nationalen amerikanischen Gesundheits-

instituts (www.clinicaltrials.gov) wurden mit hMSCs bereits 286 Studien durchgeführt, 45 Stu-

dien sind noch aktiv und 301 Studien befinden sich derzeit in der Planungs- oder Rekrutierungs-

phase. 

Bislang erhielt allerdings kein hMSC-basierendes Konzept eine Medikamentenzulassung durch 

die FDA, was unter anderem auf einige Schwierigkeiten bei der therapeutischen Anwendung 

zurückzuführen ist. Über den Blutkreislauf verabreichte MSCs erreichen nämlich nicht immer 

das gewünschte Zielorgan des Patienten, da es zur Adhäsion an den Blutgefäßwänden kommen 

kann [45]. Zudem kann von den Zellen Gefahr für den aufnehmenden Organismus ausgehen, 

wenn diese die Invasivität [46] und Proliferation [47] bereits vorhandener Krebszellen för- 

dern oder aufgrund chromosomaler Mutationen selbst maligne Tumore ausbilden [48]. Die 

Auswahl geeigneter MSCs für therapeutische Zwecke wird außerdem von ihrem heterogenen 

Proliferations- und Differenzierungspotential [49], dem sukzessiven Verlust ihrer Multipotenz 

mit zunehmenden Zellteilungen [50] sowie der Abhängigkeit ihrer Differenzierung vom Kulti-

vierungsuntergrund [51] erschwert. Diese und zahlreiche weitere Hürden gilt es für aktuelle 

und zukünftige Studien zu überwinden, um MSCs für medizinische Anwendungen beim Men-

schen nutzbar zu machen. 

 

C.2 Zellbeweglichkeit 

C.2.1 Zelluläre Fortbewegungsarten 
Um von einem Ort zum anderen zu gelangen, ist die physische Interaktion einer Zelle mit ihrer 

Umgebung erforderlich. Eukaryotische Zellen haben dafür vielfältige Strategien entwickelt: 

Urgeschlechtszellen bei der Embryogenese aber auch Leukozyten bewegen sich auf amöboide 

Weise fort. Während erstere dabei bläschenförmige Ausstülpungen aufweisen [52], bilden letz-

tere eher Pseudo- und Filopodien aus [53]. Für Fibroblasten hingegen ist die mesenchymale 

Fortbewegung typisch [54]. Zudem können Zellen auch in Gruppen wandern und Distanzen  

in Form linearer Zellketten [55] oder als flächendeckender Zellverbund [56] überwinden. 

Ferner zeigten Beobachtungen an Fibrosarkomzellen, dass Wechsel zwischen zwei Fortbewe-

gungsarten möglich sind [57] (Abb. 2a). Die Wahl der Fortbewegungsart wird von zahlrei- 

chen zellulären Parametern sowie der Beschaffenheit der EZM im jeweiligen Gewebe beein-

flusst. Eine Fortbewegungsart kann somit von jeder beliebigen Zelle genutzt werden, solange 

diese die erforderlichen Eigenschaften besitzt und sich zudem in der passenden Umgebung 
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befindet (Abb. 2b). HMSCs, wie auch die weiter ausdifferenzierten Fibroblasten, nutzen primär 

die mesenchymale Fortbewegungsart, die sich unter anderem durch eine starke Zell-EZM-

Adhäsion und dreidimensionale Beweglichkeit mit Hilfe der Proteolyse definiert. Appliziert 

man hMSCs in die Blutbahn, finden sich diese Zellen nach einer gewissen Zeit in zahlreichen 

Organen des Empfängers wieder, beispielsweise in der Haut und in Knochen [58]. 

 

 
Abb. 2 Zelluläre Migration und Invasion. (a) Schematische Darstellung verschiedener Fortbewe-
 gungsarten. (b) Charakterisierung der Fortbewegungsarten durch das „Tuningmodell“. Jede 
 Determinante besitzt dabei eine Skalierung mit Abstufungen von 5% und 25%, um relative 
 Unterschiede graphisch hervorzuheben. (Bildmaterial von Friedl und Wolf, 2010 mit Modi-
 fikationen [59]) 
 

C.2.2 Migration und Invasion 
C.2.2.1 Definitionen 
Migration ist ein Überbegriff für die zufällige (ungerichtete) oder chemotaktische (gerichtete) 

Fortbewegung von Zellen mit Hilfe von Zelladhäsionsproteinen. 
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Der Terminus Invasion jedoch impliziert zusätzlich die Fähigkeit von Zellen, mittels extrazellu-

lärer proteolytischer Aktivität durch Barrieren aus EZM zu migrieren. 

 

C.2.2.2 Rolle von Chemotaxis 
Chemotaxis beschreibt die positive oder negative Beeinflussung der Bewegungsrichtung einer 

Zelle durch einen Stoffkonzentrationsgradienten. Bei positiver Chemotaxis erfolgt eine gerich-

tete Bewegung von Zellen zur Quelle eines Lockstoffes in Form löslicher Proteine [60]. Die 

Wahrnehmung dieser meist als Chemokine bezeichneten Proteine erfolgt durch ihre Interaktion 

mit spezifischen, an der Zelloberfläche befindlichen Chemokinrezeptoren. Die Nomenklatur ei-

nes Chemokins leitet sich von der Abfolge und Anzahl der Cysteine an seinem Aminoterminus 

ab (Abb. 3). 

 

 
Abb. 3 Einteilung von Chemokinen nach ihrer Struktur. Schematische Übersicht der vier be-
 kannten Chemokinfamilien. Die an den charakteristischen intramolekularen Bindungs-
 motiven beteiligten Cysteine (C) und andere Aminosäuren (X) sind gelb hervorgehoben. 
 Amino- (NH2-) und Carboxy- (-COOH) Termini sind in Summenformeln dargestellt. 
 (Bildmaterial von Knerlich-Lukoschus und Held-Feindt, 2015 mit Modifikationen [61]) 

 

HMSCs verfügen über die CC-Chemokinrezeptoren 1-10 und die CXC-Chemokinrezeptoren 

1-7 sowie den C- und den CX3C-Chemokinrezeptor [62-64]. 

Darüber hinaus ist bekannt, dass hMSCs zusätzlich die Wachstumsfaktorrezeptoren EGFR, 

FGFR2, HGFR, IGF1R, PDGFRα, PDGFRβ und TIE1 besitzen, deren Expression die chemo-

taktischen Aktivitäten ebenfalls maßgeblich beeinflusst [65]. 

 

C.2.2.3 Bedeutung der Adhäsion 
Adhäsion umfasst die Anheftung einer Zelle an benachbarte Zellen oder Komponenten der 

EZM. Ähnlich wie sich ein Mensch mit seinen Händen festhält und mit seinen Füßen 
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fortbewegt, nutzen hMSCs eine Reihe von Zelladhäsionsproteinen, um den Zellverbund 

aufrecht zu erhalten oder die Zugkräfte ihres Zytoskeletts in Bewegungsenergie umzusetzen.  

Zell-Zell-Kontakte von hMSCs finden über ALCAM, ICAM2, LFA3, P-Selektin und VCAM1 

statt, während die Interaktion mit der EZM zu Fortbewegungszwecken durch Heterodimere aus 

sechs α- und drei β-Integrinuntereinheiten erfolgt [66,67] (Abb. 4). 

 

 
Abb. 4 Integrinuntereinheiten und ihre Heterodimere. Schematische Übersicht der 18 α- und 8 β-
 Integrinuntereinheiten. Die 24 bekannten Heterodimere sind mit Verbindungsstrichen (—) 
 gekennzeichnet. In hMSCs exprimierte, rot hervorgehobene Untereinheiten bilden 8 verschie-
 dene Integrinvarianten aus. (Bildmaterial von Zhang und Chen, 2012 mit Modifikationen [68]) 

 

Eine dieser Varianten, Integrin αvβ3, fungiert als Rezeptor für EZM-Proteine wie Fibronek- 

tin [69], Kollagen I [70], Laminin [71], Osteopontin [72], Tenascin [73], Thrombospondin [74] 

und Vitronektin [75] sowie für Fibrinogen und den von-Willebrand-Faktor [76]. Auch die 

Anheftung von hMSCs an künstliche Plastikoberflächen in vitro [7] ist wahrscheinlich auf  

die Mitwirkung von αvβ3 zurückzuführen. Osteogen ausdifferenzierte hMSCs, so genannte 

Osteoblasten, adhärieren in serumhaltigem Medium über polystyroladsorbiertes Vitronektin an 

Kultivierungsgefäßoberflächen [77]. Unter serumfreien Bedingungen hingegen nutzen Osteo-

blasten eigens synthetisiertes Fibronektin für die Adhäsion an Polystyrol, Glas, Aluminium und 

Stahl [78]. Vermutlich dienen Vitronektin und Fibronektin auch bei undifferenzierten hMSCs 

zusammen mit dem Integrin αvβ3 als Bindeglieder zwischen der Zelle und der natürlichen oder 

künstlichen Oberfläche, auf der sie sich fortbewegt. 
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C.2.2.4 Einfluss der Proteolyse 
Die größte und physiologisch bedeutendste Gruppe EZM-degradierender Proteasen ist die der 

Matrix-Metalloproteinasen (MMPs). Wie ihr Name schon andeutet, degradieren diese Enzyme 

eine Vielzahl bekannter Proteine der EZM, und ihre Substratpräferenz ermöglicht die Eintei-

lung in Untergruppen wie Gelatinasen, Matrilysine, Kollagenasen und Stromelysine (Abb. 5). 

Die 24 Vertreter der MMPs werden entweder als lösliche Enzyme aus den Zellen sezerniert 

oder sind durch spezielle Transmembrandomänen und GPI-Anker als sogenannte MT-MMPs 

fest auf der Zelloberfläche verankert. Die proteolytische Aktivität aller MMPs ist von einem 

Zn2+ in der katalytischen Domäne abhängig. Des Weiteren werden die meisten MMPs als inak-

tive Proenzyme gebildet. Diese so genannten Zymogene müssen erst durch Abspaltung ihres 

N-terminalen Propeptids in den aktiven Zustand überführt werden. Als natürlicher regulatori-

scher Gegenpart aktiver MMPs fungieren die TIMPs. Diese interagieren über ihren N-Terminus 

nicht-kovalent mit MMPs und bilden dabei einen Chelatkomplex mit dem katalytischen Zn2+ 

aus. 

 

 
Abb. 5 Die Familie der MMPs. Schematische Darstellung der wichtigsten MMPs, eingeteilt nach 
 ihren strukturellen und funktionellen Gemeinsamkeiten und Unterschieden. Alle von hMSCs 
 exprimierten MMPs sind dabei rot hervorgehoben. (Bildmaterial von Brkic et al., 2015 mit 
 Modifikationen [79]) 
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Dies führt zu einer reversiblen Inhibierung der proteolytischen MMP-Aktivität [80]. HMSCs 

exprimieren MMP-1, MMP-2, MMP-13 und MT1-MMP [81,65] (Abb. 5). Dadurch ist es die-

sen Zellen möglich, Proteine wie Dermatansulfat-Proteoglykan, Fibronektin, Gelatin, Kolla-

gene vom Typ IV, V und VII sowie Laminin und Vitronektin durch Degradation zu über- 

winden [82,83]. Darüber hinaus sezernieren hMSCs TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3 [81,84]. 

MMP-1, MMP-2 und MMP-13 werden dabei von allen drei TIMPs gleichermaßen effektiv 

gehemmt, während MT1-MMP lediglich von TIMP-2 und TIMP-3 inhibiert wird [85]. 

 

C.3 Reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs 
C.3.1 Eigenschaften von RECK 
Neben den TIMPs gibt es weitere Proteine, die als natürliche MMP-Inhibitoren fungieren. Dazu 

zählt das Glykoprotein RECK, das 1998 von Takahashi et al. in immortalisierten, embryonalen 

Mausfibroblasten beschrieben wurde [86]. 

 

 
Abb. 6 Aufbau von RECK. Schematische Darstellung der Domänenstruktur von RECK und seiner 
 Spleißvarianten RECK B und RECK I. Die relativen Größen der einzelnen Abschnitte stim-
 men mit den durch Sequenzierung bestimmten Relationen überein. Die Skalierung gibt die 
 AS-Positionen zwischen dem N-Terminus (AS 0) und dem C-Terminus (AS 971) wieder. 
 Asparaginreste, welche als potenzielle Glykosylierungsstellen des Proteins fungieren, sind mit 
 G1 (AS 39), G2 (AS 86), G3 (AS 200), G4 (AS 297) und G5 (AS 352) gekennzeichnet. 
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RECK besteht aus 971 AS, weist eine Molekülmasse von etwa 110 kDa auf und wurde bis- 

her in 15 verschiedenen Gewebetypen des menschlichen Körpers nachgewiesen. Durch einen 

C-terminalen GPI-Anker ist RECK in der Plasmamembran integriert und besitzt neben einem 

ausgedehnten Cysteinknotenmotiv und fünf potenziellen Glykosylierungsstellen auch Domä-

nen, die Ähnlichkeiten mit EGF sowie SPI aufweisen (Abb. 6). Namensgebend für RECK sind 

sowohl die in der SPI-ähnlichen Domäne enthaltenen Kazal-Motive als auch der Cysteinanteil 

von 9%. Außerdem erfahren v-Ki-ras-transfizierte Zellen durch die Transfektion mit RECK-

cDNA eine morphologische Reversion und erhalten so ihren flachen Phänotyp zurück [86]. Des 

Weiteren ist RECK in der Lage, Homodimere zu bilden [87]. 

Das im menschlichen Genom auf dem p-Arm (Bande 13.3) von Chromosom 9 lokalisierte 

RECK-Gen erstreckt sich über eine Länge von 87.551 bp, gliedert sich in 21 Exons sowie  

20 Introns und enthält 13 SNPs [88]. Die Promotorregion von RECK weist eine Bindestelle für 

C/EBPβ, zwei Bindestellen für SP1 und SP3 [89], einen IR1 [90] sowie zwei rHREs [91] auf. 

Das Gen wird von Zellen in eine mRNA mit 4.427 bp transkribiert, von der zwei Spleißvarian-

ten mit 1.548 bp und 1.101 bp bekannt sind, die in verkürzte Formen von RECK mit 248 AS 

und 220 AS translatiert werden [92] (Abb. 6). 

 

C.3.2 Molekulare Funktionen von RECK 
C.3.2.1 Regulation der Proteolyse 
RECK beeinträchtigt die Funktion von MMP-2, MMP-7, MMP-9 sowie MT1-MMP und  

MT4-MMP auf unterschiedliche Weise. Die Expression von RECK in Zellen reduziert am 

MMP-9-Promotor die Bindungsaffinität von Fra-1 und c-Jun zum TRE und blockiert so indi-

rekt die Transkription von MMP-9 [93]. Ferner kann RECK die Sekretion von proMMP-9 aus 

der Zelle vermindern [86]. Darüber hinaus erfolgt durch direkte Interaktion von RECK mit 

MMP-9 [86], MMP-7 [87], MMP-2 und MT1-MMP [94] eine Inhibition der enzymatischen 

Aktivitäten dieser MMPs, wofür keine GPI-vermittelte Verankerung von RECK in der Plasma-

membran erforderlich ist. Durch Bindung von RECK an MT1-MMP wird zudem die Akti-

vierung von proMMP-2 verhindert [94]. Auch proMT4-MMP kann in Gegenwart von RECK 

nicht aktiviert werden [95]. Für die beschriebenen Effekte auf MMPs sind zum einen die bei-

den C-terminalen Kazal-Motive von Bedeutung, die sowohl die Sekretion von proMMP-9 aus 

der Zelle als auch dessen proteolytische Aktivität unterbinden [96]. Zum anderen ist dafür 

offenbar die Glykosylierung von RECK mitverantwortlich, denn G4 trägt zur Inhibierung der 

proMMP-9-Sekretion bei, während G5 die Aktivierung von proMMP-2 blockiert [97]. Diese 

Beobachtungen würden die erhöhte Invasivität von Zellen, welche die trunkierten Varianten 
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RECK B und RECK I ohne Kazal-Motive und ohne G4 und G5 exprimieren, erklären [92]. Die 

Proteolyse-hemmende Wirkung von RECK beschränkt sich allerdings nicht ausschließlich auf 

MMPs, sondern betrifft auch ADAM10 [98] und APN [99]. 

 

C.3.2.2 Regulation nicht-proteolytischer Prozesse 
Neben der Proteolyse beeinflusst RECK auch andere Zellfunktionen: RECK ist beispielsweise 

in die Steuerung von Proliferation und Apoptose involviert. Jedenfalls korreliert die Expression 

von RECK unmittelbar mit den Transkriptmengen von LPHN2 sowie BHLHB8, EMILIN3, 

GHRHR, NFIA, RELMβ und ZNF814, die maßgeblich an der Regulation dieser Prozesse be-

teiligt sind [100]. Außerdem löst die Bindung zwischen RECK und GRP78 die Stressantwort 

des endoplasmatischen Retikulums aus, welche die Aktivierung von eIF-2α durch PERK bein-

haltet. Dies erhöht die Sensitivität von Zellen gegenüber apoptotischen Signalen und kann so 

zu deren Absterben führen [101]. Des Weiteren hemmt RECK die Aktivierung von EGFR [102] 

und bindet an HER-2/Neu [103], was in beiden Fällen zu einer reduzierten Aktivität von 

ERK1/2 sowie AKT1 führt und in der Folge sowohl Zellwachstum als auch Angiogenese in-

hibiert. Gleichzeitig kommt es durch den Einfluss von RECK auf die beiden Zelloberflächenre-

zeptoren zu einer negativen Modulation der JAB1- und RAD51-Biosynthese, wodurch die 

DNA-Reparatur der Zellen eingeschränkt wird [104]. Die RECK-vermittelte Hemmung von 

EGFR blockiert zudem die Expression von HIF-2α, was sich wiederum negativ auf das Zell-

wachstum auswirkt [105]. Einen weiteren Mechanismus zur Regulation der Angiogenese  

stellt die Inhibierung von STAT3 dar, welche durch die Bindung von RECK an β1-Integrin, 

Galectin-1, gp130, IL-6RA, IL-8 oder uPAR induziert wird [106]. 

 

C.3.3 Pathophysiologische Bedeutung von RECK 
Fehlregulationen von RECK sind aufgrund des Einflusses auf Zellwachstum und Apoptose, 

Migration und Invasion sowie Angiogenese oftmals mit gravierenden Auswirkungen auf den 

betroffenen Organismus verbunden: 

In Tiermodellen erwies sich die vollständige Abwesenheit von RECK als lethal. So überlebten 

Zebrafische ohne RECK-Expression maximal 12 Tage [107], und auch RECK-defiziente Mäu-

se starben spätestens Mitte der 11. Lebenswoche [94]. Beim Menschen ist die veränderte Bioge-

nese von RECK an einer Reihe pathophysiologischer Vorgänge beteiligt, insbesondere der Ent-

stehung und Ausbreitung maligner Erkrankungen. In diesem Zusammenhang zeigen Unter-

suchungen von Tumorgewebe aus 12 unterschiedlichen Organen übereinstimmend, dass eine 
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niedrige RECK-Expression in den Tumorzellen mit einer vermehrten Metastasierung und einer 

verminderten Überlebenswahrscheinlichkeit der Patienten korreliert [108-111,92,112-118]. 

Ferner begünstigt selbst funktional eingeschränktes RECK die Proliferation und Invasion von 

Tumorzellen, was an der Variante RECK B bei Patienten mit Glioblastomen nachgewiesen 

wurde [92]. 

Auch geringfügige Modifikationen, wie etwa SNPs in der Genstruktur von RECK, können einen 

großen Einfluss auf Entwicklung und Verlauf von Tumorerkrankungen haben. So korreliert 

eine Variante des in Exon 13 befindlichen rs11788747-SNP bei Tumoren von Leber [119] und 

Niere [120] mit der Metastasenbildung. Zudem wurde eine im Promotorbereich von RECK 

gelegene SNP-Variante von rs10814325 besonders häufig im Gewebe von Leber- [119] und 

Lungentumoren [121] detektiert. Brustkrebspatienten, welche positiv auf diesen rs10814325-

SNP getestet wurden, wiesen außerdem eine kürzere Lebenserwartung auf [122]. 

 

C.3.4 Expression von RECK 
Unter physiologischen Bedingungen ist die Expression von RECK in Zellen streng kontrol-

liert: Während die Faktoren SP1 und SP3 die Transkription von RECK durch Interaktion  

mit den SP1/SP3-Bindestellen des RECK-Promotors fördern, hemmen HDAC4 [123] und  

HDAC1 [124] einschließlich ihrer Korepressoren HIF-1α [91], MTA1 [125] und RbAp46 [126] 

durch Bindung an die SP-Proteine die RECK-Expression. Des Weiteren regulieren FXR [90] 

und MRF4 [127] die RECK-Transkription auf positive, ADRM1 [128], mTOR [129] und 

MyoD [127] hingegen auf negative Weise. Zusätzlich kann die mRNA-Biosynthese von  

RECK durch eine Hypermethylierung des RECK-Promotors blockiert werden, ausgelöst von 

DNMT1 [130] und DNMT3b [131]. 

Die Translation der RECK-mRNA wird durch zwei Vertreter der SMADs reguliert. Dem positi-

ven Einfluss von SMAD3 steht dabei der negative Einfluss von SMAD7 gegenüber [132]. 

Die Aktivität des RECK-Proteins kann durch direkte Interaktion mit anderen Proteinen inhibiert 

werden. So ist das Genprodukt von Tgat in der Lage, die Glykosylierung von G4 und G5 durch 

Bindung seiner 15 C-terminalen AS zu blockieren [133]. Zudem induziert GDE2 eine proteoly-

tische Spaltung von RECK am GPI-Anker und entfernt das Glykoprotein auf diese Weise von 

der Zelloberfläche [134]. Einen ähnlichen Effekt hat die durch MMP-2 oder MMP-7 induzierte 

Proteolyse, wodurch RECK sowohl N-terminal als auch zentral gespalten wird [87]. 
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C.4 Mikro-RNAs 
C.4.1 Hemmung der RECK-Expression durch miRNAs 
Die posttranskriptionelle Regulation von RECK erfolgt nicht nur über Proteine wie die SMADs, 

sondern auch über nichtkodierende RNAs. Aktuell sind 22 Vertreter der ausschließlich regula-

torisch wirksamen miRNAs bekannt, welche die Translation dieses Glykoproteins direkt hem-

men [135-151]. Dabei ist miR-21 sowohl die erste [152] als auch die am besten beschriebene 

RECK-regulierende miRNA. 

 

C.4.2 Der kanonische Reifeprozess von miRNAs 
Wie die meisten miRNAs wird miR-21 über den kanonischen Reifeprozess exprimiert. Dieser 

beginnt mit der Transkription eines miRNA-Gens durch die RNA-Polymerase II (Abb. 7). 

 

 
Abb. 7 Der kanonische miRNA-Reifeprozess. Schematische Übersicht der Abläufe in Zellkern und 
 Zytoplasma mit den beteiligten Proteinen sowie den miRNA-Zwischenstufen. (Bildmaterial 
 von Bavia et al., 2016 mit Modifikationen [153]) 
 

Die dabei entstehende pri-miRNA hat eine Länge von mehr als 70 nt, besitzt eine Haarnadel-

form und weist sowohl eine 5'-Cap-Struktur als auch einen 3'-Poly(A)-Schwanz an ihren bei-

den Enden auf [154]. Anschließend interagiert die pri-miRNA im Zellkern mit dem soge-

nannten Mikroprozessor, einem aus zwei Untereinheiten bestehenden Proteinkomplex. Das 

- 

- 
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Doppelstrang-RNA-bindende DGCR8 hält die Typ III Ribonuklease Drosha in Position, wäh-

rend diese das Transkript auf etwa 65 nt verkürzt. Die neu gebildete pre-miRNA ist nun frei 

von den 5'- und 3'-Modifikationen, hat aber noch eine Haarnadelstruktur [155]. Für die weitere 

Prozessierung wird die pre-miRNA mit Hilfe von Exportin-5 und dessen Kofaktor Ran-GTP 

ins Zytoplasma transportiert [156]. Dort interagiert das Transkript wie bereits im Zellkern mit 

einem Proteinkomplex, welcher hier aus den drei Untereinheiten TRBP, PACT und Dicer, ei-

ner weiteren Typ III Ribonuklease, aufgebaut ist. Das von TRBP und PACT stabilisierte Dicer 

entfernt den Haarnadelbogen der pre-miRNA, worauf ein etwa 22 nt langes miRNA-Duplex-

Molekül zurückbleibt [157,158]. Dieses wird nun von der Hsc70/Hsp90-Chaperonmaschi- 

nerie unter Verbrauch von ATP auf Ago1, Ago2, Ago3 oder Ago4 transferiert, wodurch der 

pre-RISC entsteht [159,160]. Im pre-RISC wird das miRNA-Duplex-Molekül in die beiden je-

weils komplementären Stränge 3p und 5p aufgetrennt, wobei der RNA-Strang mit dem höheren 

Pyrimidinanteil sowie dem größeren Aufkommen an 5'-Cytidinbasen entfernt und meist degra-

diert wird [161]. 

 

C.4.3 Mechanismus der miRNA-vermittelten Translationshemmung 
Die nun ausgereifte miRNA bindet innerhalb des RISC-Multifaktorkomplexes mit ihrer etwa  

7 nt langen, 5'-terminalen Seed-Erkennungssequenz an eine mRNA mit komplementärer nt-

Abfolge [162] (Abb. 7). Sind Ago1, Ago3 oder Ago4 am RISC beteiligt, so kommt es lediglich 

zu einer reversiblen Hemmung der Translation. In Anwesenheit von Ago2 wird die mRNA 

hingegen durch Endonukleaseaktivität vollständig abgebaut. Beide Mechanismen beeinträch-

tigen somit vorübergehend oder dauerhaft die Proteinbiosynthese des Zielgens [163]. Je nach 

Drosha-Prozessierung können mehrere Varianten einer miRNA auftreten. Da sich diese gering-

fügig in ihrer Sequenz unterscheiden, kann es außerdem zu einer veränderten Strangauswahl 

im pre-RISC kommen. Somit besteht die Möglichkeit, dass ein- und dieselbe miRNA mehr als 

nur eine Ziel-mRNA aufweist [164]. 

Computermodelle haben gezeigt, dass mRNAs von mehr als 60% aller menschlichen Gene po-

tenzielle Bindestellen für die aktuell bekannten 2.588 miRNAs enthalten (www.mirbase.org), 

was auf eine hohe Konservierung ihrer 3' untranslatierten Bereiche zurückgeführt wurde [165]. 

Daher haben diese nichtkodierenden, regulatorischen RNAs einen weitreichenden Einfluss  

auf eine Vielzahl wichtiger physiologischer Prozesse, wie beispielsweise die vom kanoni- 

schen Wnt/β-Catenin-Signalweg gesteuerte Embryogenese [166] sowie die Neubildung von 

Gehirn- [167], Herz- [168] und Lungengewebe [169]. 
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C.5 Der kanonische Wnt/β-Catenin-Signalweg 
C.5.1 Eigenschaften der Wnts 
Nusse und Varmus beschrieben 1982 erstmals das proto-Onkogen int1, dessen Genprodukt in 

Mäusen die Bildung von Tumoren der Brustdrüsen induziert [170]. 5 Jahre später wurde in 

Drosophila melanogaster das Homolog wingless entdeckt [171] und der Name int1 im Laufe 

der Zeit auf Wnt1 angepasst. Die Vertreter der Wnt-Familie werden von Porc, einem Trans-

membranprotein des endoplasmatischen Retikulums, posttranslational N-glykosyliert [172] 

und palmitoyliert [173], bevor sie aus der Zelle ausgeschleust werden und als Agonisten des 

kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs fungieren. 

 

C.5.2 Funktionen des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs 
C.5.2.1 Inaktiver Zustand 
Im inaktiven Zustand dieses Signalwegs phosphoryliert GSK3β sowohl APC [174] als auch 

AXIN1 [175], was zur Bindung von zytoplasmatischem β-Catenin an die beiden phosphory-

lierten Proteine und damit zur Bildung eines Destruktionskomplexes führt (Abb. 8a). Die eben-

falls an AXIN1 gebundene CKIα induziert nun zusammen mit GSK3β eine duale Phospho-

rylierung von β-Catenin [176]. Die Ubiquitinligase SCF, bestehend aus SKP1, CUL1 und 

FBXW1A, erkennt das phosphorylierte β-Catenin und ubiquitinyliert es umgehend [177]. Das 

mit AXIN1, APC, β-Catenin und SCF interagierende WTX unterstützt dabei den Vorgang der 

Ubiquitinylierung [178], welche in der Folge den Abbau des modifizierten β-Catenins durch 

das Proteasom induziert [179]. Im Zellkern bleibt die Interaktion der Transkriptionsfaktoren 

TCF und LEF mit dem Groucho-verwandten Transkriptionsrepressor TLE1 bestehen [180], 

was die Hemmung der Expression von spezifischen Zielgenen durch eine TLE1-assoziierte 

HDAC nach sich zieht [181]. 

 

C.5.2.2 Aktiver Zustand 
Die Aktivierung des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs erfolgt durch die gleichzeitige 

Bindung eines Wnt-Proteins an ein FZD-Protein und einen der beiden Co-Rezeptoren LRP5 

und LRP6 [182] (Abb. 8b). Die Formation dieses Rezeptorkomplexes induziert die duale Phos-

phorylierung von LRP5/6 durch membrangebundenes CKIα und GSK3β, was die Bindung von 

AXIN1 an LRP5/6 ermöglicht [183]. Dies wiederum erleichtert eine Bindung zwischen dem an 

FZD befindlichen DVL [184] und AXIN1 [185] durch räumliche Annäherung. DVL rekrutiert 

nun das GBP-verwandte FRAT1 zum Destruktionskomplex, welches seinerseits mit GSK3β 

interagiert [186]. Dadurch wird zum einen die zuvor erwähnte, duale Phosphorylierung von  
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β-Catenin durch CKIα und GSK3β inhibiert, zum anderen wird die GSK3β-vermittelte Phos-

phorylierung von APC und AXIN1 blockiert, worauf hin sich β-Catenin vom Destruktionskom-

plex löst und im Zytoplasma akkumuliert [174,175]. Durch Poren der Kernmembran translo-

ziert β-Catenin anschließend in den Zellkern, wo es TLE1 von TCF/LEF verdrängt und seiner-

seits mit den Transkriptionsfaktoren interagiert [187]. Eine Rekrutierung von BCL9 und Pygo1 

oder Pygo2 zum Transkriptionskomplex initiiert schließlich den Transkriptionsstart β-Catenin-

spezifischer Zielgene [188]. Auf solche Weise hochregulierte Gene werden im weiteren Verlauf 

dieser Arbeit positive Zielgene genannt, während im aktiven Zustand herunterregulierte Gene 

als negative Zielgene bezeichnet werden. 

 

       
Abb. 8 Der kanonische Wnt/β-Catenin-Signalweg. Schematische Darstellung des inaktiven (a) und 
 des aktiven Zustands (b) mit Phosphorylierungen (P) und Ubiquitinylierungen (U) der be-
 teiligten Faktoren. Zellkern (weiß), Zytoplasma (hellgrau) und extrazellulärer Raum (dunkel-
 grau) sind farblich hervorgehoben. Die Translokation (---) von β-Catenin in den Zellkern so-
 wie stattfindende (↑) und unterbundene (T) Transkriptionen positiver (+) und negativer (‒) Ziel-
 gene sind durch Pfeilverbindungen gekennzeichnet. (Bildmaterial der DNA-Doppelhelix von 
 www.veriware.org mit Modifikationen) 
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Die Aktivierungsintensität des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs ist abhängig von der 

Wnt-FZD-Kombination im Rezeptorkomplex. Während beispielsweise Wnt7b-FZD5 eine star-

ke Expression positiver Zielgene hervorruft, erzielt Wnt4-FZD6 diesbezüglich kaum eine Wir-

kung. Ferner scheinen Wnt4, Wnt5a und Wnt9a sowie FZD3 und FZD6 tendenziell schwache 

Agonisten zu sein, während Wnt3, Wnt3a, Wnt6, Wnt7b und Wnt9b sowie FZD1, FZD2, FZD5 

und FZD8 für eine eher starke Aktivierung sorgen [189]. 

 

C.5.3 Antagonisten des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs 
Für eine effiziente Steuerung der Zielgentranskription existieren auch einige Antagonisten, 

welche die Aktivität des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs hemmen. Viele dieser Pro-

teine binden hierbei Komponenten des Rezeptorkomplexes auf der Zelloberfläche. So werden 

Wnts von Cer [190], Frzb-1 [191] und WIF-1 [192] sowie LRPs von DKK1 [193] und Scle-

rostin [194] an der Komplexbildung gehindert. Darüber hinaus induziert die Aktivität von 

NOTUM die Depalmitoylierung von Wnts [195] und die Expression von AXIN2 die Bildung 

zusätzlicher Destruktionskomplexe [196]. 
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D Zielsetzung 
RECK gilt als effektiver MMP-Inhibitor und wird in der onkologischen Diagnostik als Biomar-

ker zur Einschätzung der Malignität von Tumorerkrankungen verwendet. In den vergangenen 

18 Jahren seit der Erstbeschreibung von RECK erfolgte der weitaus größte Teil aller zu diesem 

Glykoprotein durchgeführten wissenschaftlichen Studien im pathophysiologischen Kontext 

von Tumorzellen. Somit blieben die potentiellen Funktionen von RECK in gesunden Körper-

zellen bis dato weitgehend unerforscht. Vorrangiges Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die 

Bedeutung von RECK für die Funktionalität primärer Stammzellen (hMSCs) zu untersuchen, 

die eine wichtige Rolle bei vielen physiologischen Vorgängen im Organismus wie Gewebe-

regeneration und Wundheilung spielen. 

 

● Zunächst sollte unter Verwendung von qRT-PCR und Westernblot analysiert werden, 

ob und in welchem Umfang RECK von hMSCs exprimiert wird. 

 

● Im Falle einer nachweisbaren RECK-Expression in hMSCs war vorgesehen, dessen 

Rolle bei den zentralen Stammzellfunktionen Wachstum, Beweglichkeit und Differen-

zierung zu untersuchen. Hierzu war geplant, hMSCs mit spezifischen, gegen RECK 

gerichteten siRNAs zu transfizieren, um die Biosynthese von RECK in diesen Zellen 

selektiv herunterzuregulieren. 

 

● Im Rahmen der Wachstumsanalyse sollten Zellproliferation und Zellvitalität von 

RECK-exprimierenden und RECK-defizienten hMSCs mit Hilfe des CyQUANT® 

Zellproliferationsassays und des WST-8 Zellvitalitätsassays quantifiziert werden. 

 

● Weitere Versuche sahen eine Untersuchung der Zellbeweglichkeit von hMSCs mit und 

ohne RECK-Knockdown vor. Hierzu sollte das Invasionspotential der Zellen anhand 

des Transwellassays bestimmt sowie deren Expression ausgewählter MMPs und 

TIMPs durch qRT-PCR und Westernblot analysiert werden. Zudem war geplant, die 

Fähigkeiten der hMSCs zur Wundheilung, Adhäsion und chemotaktischer Migration 

mittels Scratch-Assay, Adhäsionsassay und µ-Slide Chemotaxis3D-Assay zu quanti-

fizieren. Beim Auftreten unterschiedlicher Migrationspotentiale sollte eine Expres-

sionsbestimmung ausgewählter, zellbeweglichkeitsassoziierter RNAs mit Hilfe der 

qRT-PCR Aufschluss über molekulare Mechanismen innerhalb der Zellen geben.
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● Die Rolle von RECK bei der Differenzierung von hMSCs sollte in zweierlei Hinsicht 

analysiert werden: Zum einen war vorgesehen, die adipogene und osteogene Differen-

zierung RECK-exprimierender und RECK-defizienter Zellen durch die Expression 

von Differenzierungsmarkern wie PPARγ und ALP mit Hilfe der qRT-PCR und 

anhand von Zellfärbungen durch die spezifischen Farbstoffe Oil Red O und Alizarin 

Red S zu untersuchen. Zum anderen war geplant, die RECK-Expression in hMSCs 

während der Adipogenese und Osteogenese dieser Zellen mittels qRT-PCR und 

Westernblot zu quantifizieren. 

 

● Abschließend war eine Analyse der RECK-vermittelten Signalübertragung in hMSCs 

vorgesehen. Dabei sollte der Schwerpunkt auf den für Stammzellfunktionen besonders 

bedeutenden kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalweg liegen. Zunächst war geplant, 

mit Hilfe von qRT-PCR und Westernblot die mRNA- und Proteinlevel von PPARγ in 

hMSCs mit und ohne β-Catenin-Knockdown zu bestimmen, um eine Beteiligung des 

kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs an der Differenzierung dieser Zellen zu be-

stätigen. Anschließend sollten in hMSCs mit und ohne RECK-Knockdown sowohl die 

Expression von β-Catenin anhand von qRT-PCR und Westernblot als auch die Trans-

kription ausgewählter positiver Zielgene des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs 

anhand der qRT-PCR quantifiziert werden. Da RECK über keine eigene Signaltrans-

duktionskaskade verfügt, war zudem der Einsatz einer Co-IP vorgesehen, um eine 

mögliche Bindung zwischen rekombinanten Varianten von RECK und DKK1, einem 

zelloberflächenaktiven Inhibitor des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs, zu un-

tersuchen. 

 

Die gesammelten Resultate dieser Studien sollten Aufschluss über die Bedeutung von RECK 

in hMSCs geben. Diese Erkenntnisse könnten zum Verständnis beitragen, wie Wachstum, Be-

weglichkeit und Differenzierung dieser Zellen reguliert werden. Darüber hinaus wäre dieses 

Wissen eine mögliche Grundlage für die Entwicklung innovativer, auf hMSCs basierender 

Therapieansätze. 
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E Material und Methoden 

E.1 Material 
E.1.1 Zellen 

Zelltyp                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      ……… 
hMSC Lonza, Basel, Schweiz 
 

E.1.1.1 Charakteristika der hMSC-Spender 
Lot # Alter Rasse Geschlecht 
8F3520 20 schwarz männlich 
7F3674 22 schwarz weiblich 
 
E.1.2 Agenzien für die Zellkultur 

Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
DMEM High Glucose GE Healthcare, Little Chalfont, Großbritannien 
DPBS Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
FKS GE Healthcare, Little Chalfont, Großbritannien 
L-Alanyl-L-Glutamin Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
MSCGMTM Lonza, Basel, Schweiz 
Nutridoma-SP Roche, Basel, Schweiz 
Penicillin/Streptomycin Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
RPMI-1640 GE Healthcare, Little Chalfont, Großbritannien 
StemMACSTM MSC Expansionsmedium Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland 
Trypsin/EDTA für MSCs Lonza, Basel, Schweiz 
 
E.1.3 Chemikalien für Lösungen, Puffer und Spezialmedien 

Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          ……………… 
Albumin Fraktion V Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Alizarin Red S Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
β-Glycerophosphat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Bromphenolblau Natriumsalz Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Cetylpyridiniumchlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
cOmpleteTM Tabletten Roche, Basel, Schweiz 
Dexamethason Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
DMEM [10x] c.c.pro, Oberdorla, Deutschland 
DMSO Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
EDTA (Titriplex® III) Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
Essigsäure (Eisessig) (100%) Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
Ethanol p.A. Honeywell International, Morristown, NJ, USA 
GBX Entwickler- und Nachfülllösung Carestream Health, Rochester, NY, USA 
GBX Fixier- und Nachfülllösung Carestream Health, Rochester, NY, USA 
Glycerin Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
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Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
Glycin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
H2O (PCR grade) Roche, Basel, Schweiz 
humanes rekombinantes Biological Industries,  
Insulin [3,5 mg/mL] Kibbutz Beit-Haemek, Israel 
IBMX Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Indomethacin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
L-Ascorbinsäure-2-phosphat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Methanol p.A. Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
Milchpulver, fettarm Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Na2HPO4 x 2 H2O Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
NaCl Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
NaHCO3 (7,5%) c.c.pro, Oberdorla, Deutschland 
NaOH Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
Natriumdeoxycholat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
NP-40 (Igepal® CA-630) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Oil Red O Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
PhastGelTM Blue R Tabletten GE Healthcare, Little Chalfont, Großbritannien 
PhosSTOPTM Tabletten Roche, Basel, Schweiz 
PierceTM 16% Formaldehyde (w/v), Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Methanol-free 
PureCol® bovines Kollagen I [3 mg/mL] Advanced BioMatrix, San Diego, CA, USA 
SDS ultra pure Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Tris Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
Tris-HCl Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Tween® 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
 
E.1.4 Lösungen, Puffer und Spezialmedien 

Bezeichnung                                      Zusammensetzung                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     ……………… 
Adipogenes Differenzierungsmedium 1 µM Dexamethason 
 200 µM Indomethacin 
 1 mM IBMX 
 10 µg/mL Insulin 
 DMEM + 10% FKS 
Adipogenes Erhaltungsmedium 100 µg/mL Insulin 
 DMEM + 10% FKS 
Blockierlösung (Westernblot) 10% (w/v) Milchpulver 
 TBS-T 
Einfriermedium für hMSCs 90% MSCGMTM / StemMACSTM 
 10% DMSO 
 5% (w/v) Albumin Fraktion V 
Elutionspuffer (Adipogene Differenzierung) 50% Ethanol 
 10% SDS 
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Bezeichnung                                      Zusammensetzung                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    ………………. 
Elutionspuffer (Osteogene Differenzierung) 10 mM Na2HPO4 (pH 7,0) 
 10% (w/v) Cetylpyridiniumchlorid 
Entwicklerlösung (Westernblot) 27,8% GBX Entwickler- und Nachfülllösung 
Färbelösung (Adipogene Differenzierung) 60% Oil Red O-Lösung 
Färbelösung (Osteogene Differenzierung) 40 mM Alizarin Red S (50°C; pH 4,1) 
Färbelösung (Zymographie) 90% Färbelösung B 
 10% Färbelösung A 
Färbelösung A (Zymographie) 60% Methanol 
 1 PhastGelTM Blue R Tablette pro 200 mL 
Färbelösung B (Zymographie) 30% Methanol 
 10% Essigsäure 
Fixierlösung (Westernblot) 27,8% GBX Fixier- und Nachfülllösung 
Formaldehydlösung (4%) 25% PierceTM 16% Formaldehyde (w/v) 
 DPBS 
Konservierungslösung (Zymographie) 5% Glycerin 
 20% Ethanol 
Laufpuffer [10x] (Zymographie) 30,28 g/L Tris 
 144 g/L Glycin 
 10 g/L SDS 
Migrationslösung (Chemotaxisassay) 20 µL DMEM [10x] 
 6 µL NaOH-Lösung [1M] 
 67 µL H2O, PCR grade 

 7 µL NaHCO3 (7,5%) 
 100 µL DMEM 
NaOH-Lösung [1M] 4% (w/v) NaOH 
Oil Red O-Lösung 0,3% (w/v) Oil Red O 
 Isopropanol 
Osteogenes Differenzierungsmedium 100 nM Dexamethason 
 10 mM β-Glycerophosphat 
 50 µM L-Ascorbinsäure-2-phosphat 
 MSCGMTM 
Probenpuffer [4x] (Zymographie) 250 mM Tris-HCl (pH 6,8) 
 40% Glycerin 
 8% (w/v) SDS 
 0,01% Bromphenolblau 
RIPA-Lysepuffer 50 mM Tris-HCl (pH 8,0) 
 150 mM NaCl 
 0,5% Natriumdeoxycholat 
 1% NP-40 
 0,1% SDS 

 1 cOmpleteTM Tablette pro 10 mL 
 1 PhosSTOPTM Tablette pro 10 mL 
Strippuffer (Westernblot) 9,85 g/L Tris-HCl (pH 6,8) 
 7,14 mL/L β-Mercaptoethanol 
 20 g/L SDS 
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Bezeichnung                                      Zusammensetzung                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                    ………………. 
TBS [10x] 24,2 g/L Tris 
 80 g/L NaCl 
TBS-T / DPBS-T 10% TBS [10x] / DPBS 
 0,1% Tween® 20 
Trypanblaulösung 0,5% (w/v) Trypanblau 
 
E.1.5 Zellbiologische Techniken 

E.1.5.1 Agenzien und Kits 

Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
AccutaseTM GE Healthcare, Little Chalfont, Großbritannien 
Cell Counting Kit-8 Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan 
CyQUANT® Zellproliferationsassay Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Diff-Quik® Färbeset Medion Grifols Diagnostics, Düdingen, Schweiz 
humane EZM BD Biosciences, San Jose, CA, USA 
humanes rekombinantes TNF-α PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA 
HuS PAA Laboratories, Pasching, Österreich 
murines rekombinantes Wnt3a PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA 
 

E.1.6 Molekularbiologische Techniken 

E.1.6.1 Agenzien und Kits 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
BAR-Plasmid-DNA Randall T. Moon, UW, WA, USA 
Gaussia-Juice SMALL KIT PJK, Kleinblittersdorf, Deutschland 
LightCycler® FastStart Roche, Basel, Schweiz 
DNA Master SYBR® Green I 
Lipofectamine® 2000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
miRNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
miScript II RT Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
miScript SYBR® Green PCR Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
QIAshredder® Qiagen, Hilden, Deutschland 
QuantiTect® Kit für Reverse Transkription Qiagen, Hilden, Deutschland 
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
RT2 ProfilerTM PCR Array Qiagen, Hilden, Deutschland 
Human Cell Motility 
UltraPureTM Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol 
 

E.1.6.2 siRNAs 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
AllStars Negative Control siRNA Qiagen, Hilden, Deutschland 
β-catenin siRNA Qiagen, Hilden, Deutschland 
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Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
RECK siRNA 1 Qiagen, Hilden, Deutschland 
RECK siRNA 2 Riboxx, Radebeul, Deutschland 
 

E.1.6.2.1 Charakteristika der siRNAs 
Zielgen Zugriffsschlüssel Sequenzen                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           .  

Negativkontrolle siRNA sense 
  5'-UUCUCCGAACGUGUCACGU-3' 
  siRNA antisense 
  5'-ACGUGACACGUUCGGAGAA-3' 
β-Catenin NM_001904.3 Zielsequenz 
  5'-AATGGTTGCCTTGCTCAACAA-3' 
  siRNA sense 
  5'-UGGUUGCCUUGCUCAACAATT-3' 
  siRNA antisense 
  5'-UUGUUGAGCAAGGCAACCATT-3' 
RECK NM_021111.2 Zielsequenz 1 
  5'-GAAAATTATTGCGCCTCTATT -3' 
  siRNA 1 sense 
  5'-AAAUUAUUGCGCCUCUAUUTT-3' 
  siRNA 1 antisense 
  5'-AAUAGAGGCGCAAUAAUUUTC-3' 
  Zielsequenz 2 
  5'-AATAGAGGCGCAATAATTT-3' 
  siRNA 2 sense 
  5'-AAUAGAGGCGCAAUAAUUUCCCCC-3' 
  siRNA 2 antisense 
  5'-GGGGGAAAUUAUUGCGCCUCUAUU-3' 
 
E.1.6.3 mRNA-Primer für qRT-PCR 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
hMENA TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland 
hN-WASP TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland 
Human alkaline Phosphatase Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human Catenin-β1 Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human GAPDH Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human IGF-1α Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human MMP-2 Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human MMP-9 Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human MMP-14 Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human PPARγ Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human RECK Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human TIMP-1 Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human TIMP-2 Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human TIMP-3 Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
Human VEGF Search-LC, Heidelberg, Deutschland 
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E.1.6.3.1 Charakteristika der mRNA-Primer 
Zielgen Zugriffsschlüssel Sequenzen                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           .  

MENA NM_001008493.1 Forward 
  5'-GCTGGTGGCTCAACTGGATTC-3' 
  Reverse 
  5'-TGCACAAGAGACATCATCCAA-3' 
N-WASP NM_003941.3 Forward 
  5'-CCGTCGACAAAGGAAATCTGAG-3' 
  Reverse 
  5'-GTTGTTGACTTGTGGACCATAAAAT-3' 
 

E.1.6.4 miRNA-Primer für qRT-PCR 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
Hs_miR-124a_1 miScript Primer Assay Qiagen, Hilden, Deutschland 
Hs_miR-126_1 miScript Primer Assay Qiagen, Hilden, Deutschland 
Hs_miR-126*_1 miScript Primer Assay Qiagen, Hilden, Deutschland 
Hs_miR-335_1 miScript Primer Assay Qiagen, Hilden, Deutschland 
Hs_let-7f_1 miScript Primer Assay Qiagen, Hilden, Deutschland 
 

E.1.6.5 snoRNA-Primer für qRT-PCR 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
Hs_SNORD44_11 miScript Primer Assay Qiagen, Hilden, Deutschland 
 
E.1.7 Proteinbiochemische Techniken 

E.1.7.1 Agenzien und Kits 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
AmershamTM ECLTM GE Healthcare, Little Chalfont, Großbritannien 
Westernblot Detektionsreagenz 
DL-DTT Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Dynabeads® Protein G Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Kit für Immunopräzipitation 
Magic MarkTM XP Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Westernblot Protein Standard 
Novex® 10% Zymogramm (Gelatin) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Protein Gel (10-, 15-Well) 
Novex® Zymogramm Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Entwicklungspuffer [10x] 
Novex® Zymogramm Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Renaturierungspuffer [10x] 
NuPAGE® LDS Probenpuffer [4x] Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
NuPAGE® MOPS SDS Laufpuffer [20x] Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Protein Gel (10-, 15-Well) 
NuPAGE® Transferpuffer [20x] Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
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Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
PierceTM Coomassie Plus Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
(Bradford) Assay Kit 
rekombinantes humanes DKK1 PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA 
rekombinantes humanes RECK Abnova, Taipeh, Taiwan 
SignalFireTM Plus ECL Detektionsreagenz Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA 
 

E.1.7.2 Antikörper 
E.1.7.2.1 Antikörper für Co-Immunopräzipitation 
Zielprotein Spezies Menge [µg] Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             ………………. 
DKK1 Kaninchen 10 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
 
E.1.7.2.2 Primärantikörper für Westernblot 
Zielprotein Spezies Verdünnung Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             ………………. 
β-Aktin Kaninchen 1:1.000.000 Abcam, Cambridge, Großbritannien 
β-Catenin Kaninchen 1:1.000 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA 
IGF1 Kaninchen 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA 
MT1-MMP Kaninchen 1:2.000 Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
PPARγ Kaninchen 1:1.000 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
RECK Maus 1:500 BD Biosciences, San Jose, CA, USA 
TIMP-1 Maus 1:500 Abcam, Cambridge, Großbritannien 
TIMP-2 Maus 1:500 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
TIMP-3 Kaninchen 1:500 Assay Biotechnology, Sunnyvale, CA, USA 
 
E.1.7.2.3 Sekundärantikörper für Westernblot 
Zielprotein Verdünnung Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             ………………. 
Kaninchen IgG 1:2.000 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA 
Maus IgG 1:2.000 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA 
Maus IgG 1:4.000 Dako, Carpinteria, CA, USA 
 
E.1.8 Geräte 

E.1.8.1 Analytische Waagen 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
M-power AZ 1502 (0,01g - 1.500g) Sartorius, Göttingen, Deutschland 
Talent TE 124S (0,0001g - 120g) Sartorius, Göttingen, Deutschland 
 

E.1.8.2 Wasserbäder 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
W 350 Memmert, Schwabach, Deutschland 
WNE 10 Memmert, Schwabach, Deutschland 
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E.1.8.3 Zellkultur 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
CorningTM CostarTM TranswellTM System Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
(24-Well, 8 µm Porengröße) 
HERAcell® 240 Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Heraeus® Function Line BB16 Inkubator Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
HERAsafe® Mikrobiologische Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Sicherheitswerkbank Klasse 2 
Maxisafe 2020 Mikrobiologische Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Sicherheitswerkbank Klasse 2 
µ-Slide Chemotaxis3D Ibidi, Martinsried, Deutschland 
Nalgene® Mr. FrostyTM Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Neubauer improved-Zählkammer LO - Laboroptik, Lancing, Großbritannien 
NuncTM CryoTubesTM Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
NuncTM EasYFlasksTM 75 cm2 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
NuncTM Multiwell-Platten (6-, 12-Well) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
NuncTM Zellkulturschalen 56,7 cm2 Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
Pipettenspitzen für Gilson® Pipettoren, Greiner Holding, Kremsmünster, Österreich 
abgeschrägt (10-200 µL) 
Q-tips® Pelz Gruppe, Wahlstedt, Deutschland 
SterivexTM-GV 0,22 µm Filtereinheit Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
 

E.1.8.4 Mikroskope und Zubehör 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
37° Inkubationskammer (für IX70) Solent Scientific, Segensworth, Großbritannien 
AxioCam ICc3 CCD-Kamera Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland 
Axiovert S100 Inverses Lichtmikroskop Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland 
CAL 3300 Temperaturregler Solent Scientific, Segensworth, Großbritannien 
und Heizer (für IX70) 
CKX41 Inverses Lichtmikroskop Olympus, Tokio, Japan 
E-420 DSLR-Kamera Olympus, Tokio, Japan 
Inkubator XL S mit CO2-Regler PeCon, Erbach, Deutschland 
und Heizgerät (für Axiovert S100) 
IX70 Inverses Lichtmikroskop Olympus, Tokio, Japan 
SCAN IM 120 x 100 motorisierte Märzhäuser Wetzlar, Wetzlar, Deutschland 
Mikroskopplattform (für IX70) 
SCAN IM 130 x 100 motorisierte Märzhäuser Wetzlar, Wetzlar, Deutschland 
Mikroskopplattform (für Axiovert S100) 
SensiCam QE CCD-Kamera PCO, Kelheim, Deutschland 
Tempcontrol 37-2 digital PeCon, Erbach, Deutschland 
(für Axiovert S100) 
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E.1.8.5 Spektrometer und Platten 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
Asys DigiScan Temp Biochrom, Cambridge, Großbritannien 
CorningTM CostarTM 96-Well Platten Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
(schwarz, flacher Boden) 
MicrotiterTM 96-Well Platten Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
(transparent, flacher Boden) 
NanoDropTM 1000 Spektralfotometer Peqlab Biotechnologie, Erlangen, Deutschland 
Safire2TM Spektralfluorometer Tecan, Männedorf, Schweiz 
 

E.1.8.6 Zentrifugen 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
HeraeusTM BiofugeTM Pico Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
HeraeusTM MegafugeTM 1.0 R Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
UNIVERSAL 32 R Hettich, Tuttlingen, Deutschland 
Centrifuge 5430 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
 

E.1.8.7 Schüttler 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
PARAMIX3 Julabo Labortechnik, Seelbach, Deutschland 
Polymax 1040 Heidolph, Schwabach, Deutschland 
Stuart® Roller mixer SRT9 Bibby Scientific Limited, Stone, Großbritannien 
Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
VF2 IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland 
 

E.1.8.8 qRT-PCR 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
7900HT Fast Real-Time PCR System Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
LightCycler® 1.5 Roche, Basel, Schweiz 
LightCycler® Kapillaren (20 µL) Roche, Basel, Schweiz 
 

E.1.8.9 Westernblot und Zymographie 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
AmershamTM ECLTM GE Healthcare, Little Chalfont, Großbritannien 
HyperfilmTM (18 x 24 cm) 
Cellophanfolien 14 x 14 cm Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
DynaMagTM-Spin Magnet Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
EPS 301 /601 GE Healthcare, Little Chalfont, Großbritannien 
Faltenfilter 595½ Ø240 mm Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland 
Geltrocknungsrahmen 14 x 14 cm Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
GS-800TM kalibriertes Densitometer Bio-Rad, Hercules, CA, USA 
ImmobilonTM-P Membran, PVDF Merck Millipore, Billerica, MA, USA 
Kodak® BioMax® Carestream Health, Rochester, NY, USA 
Filmkassette 20,3 x 25,4 cm 
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Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
Prot/ElecTM Pipettenspitzen (1-200 µL) Bio-Rad, Hercules, CA, USA 
Toppits® Frischhaltefolie Melitta, Minden, Deutschland 
UNIHOODTM 550 UniEquip, Planegg, Deutschland 
Whatman® Filterpapier Nr. 1 GE Healthcare, Little Chalfont, Großbritannien 
XCell IITM Blotmodul Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
XCell SureLockTM Minizelle Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
 

E.1.8.10 Kühl- und Gefriertechnik 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
Forma Scientific® 923 ULT Gefrierschrank Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA 
GNP 3376 Gefrierschrank Liebherr-International, Bulle, Schweiz 
GSU 1223-26 Tischgefrierschrank Liebherr-International, Bulle, Schweiz 
KD40R423 Kühlschrank Siemens, München, Deutschland 
LSTR 13006 GWU Kühlschrank National Lab, Mölln, Deutschland 
MDF-C2156VAN ULT Gefriertruhe Panasonic Healthcare, Tokio, Japan 
MVE® KryoSystem 4000 Chart Industries, Garfield Heights, OH, USA 
Scotsman® Flockeneisbereiter AF 100 Ali Group, Mailand, Italien 
 
E.1.8.11 Sonstiges 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
HI 2210 Tisch pH Meter Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA 
Laborabzug 7561 F Köttermann, Uetze-Hänigsen, Deutschland 
Leitfähigkeitsmessgerät P2-30 Siemens, München, Deutschland 
PIPETMAN® Ultra Multichannel, 12x300 Gilson, Middleton, WI, USA 
Reagenz-Reservoir 25ml, steril, weiß neoLab Migge, Heidelberg, Deutschland 
Tischautoklav LTA 400 ZIRBUS technology, Bad Grund, Deutschland 
VE 20 Filtereinheit AquaTOP-Wassertechnik, Neufahrn, Deutschland 
Zellschaber mit 2-Positionen-Klinge Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
 
E.1.9 Software 
Bezeichnung                                      Hersteller, Hauptsitz…                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                         ………………. 
Adobe® Acrobat® XI Pro Adobe Systems, San Jose, CA, USA 
Chemotaxis and Migration Tool 2.0 Ibidi, Martinsried, Deutschland 
CorelDRAW® Graphics Suite X5 Corel Corporation, Ottawa, ON, Kanada 
EndNoteTM X7 Thomson Reuters, Toronto, ON, Kanada 
GraphPad Prism® 6 GraphPad Software, San Diego, CA, USA 
ImageJ NIH, Bethesda, MD, USA 
Image-Pro® Plus 7.0 MDA Roper Technologies, Sarasota, FL, USA 
Manual Tracking plug-in für ImageJ Ibidi, Martinsried, Deutschland 
Microsoft® Office Professional Plus 2013 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA 
(Excel, Word) 
Quantity One® 1-D Analysesoftware Bio-Rad, Hercules, CA, USA 
SPSS Statistics 20.0 IBM Corporation, Armonk, NY, USA 
ZEN x64 Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland 
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E.2 Methoden 

E.2.1 Zellbiologische Techniken 
E.2.1.1 Kultivierung von hMSCs 
Die in dieser Arbeit verwendeten hMSCs wurden von Lonza gekauft. Die Zellen stammen aus 

dem Knochenmark von zwei gesunden und mit dem Entnahmeverfahren einverstandenen Spen-

dern. Der Hersteller testete die hMSCs mit Hilfe des Verfahrens der Durchflusszytometrie posi-

tiv auf CD29, CD44, CD105 und CD166 sowie negativ auf CD14, CD34 und CD45. Des Wei-

teren wurden die hMSCs auf ihre Fähigkeit überprüft, in adipogene, osteogene und chondro-

gene Zelltypen auszudifferenzieren. Alle Arbeitsschritte mit hMSCs fanden unter sterilen Be-

dingungen in mikrobiologischen Sicherheitswerkbänken statt. Vor Verwendung in den Werk-

bänken wurden sämtliche Materialen für mindestens 20 min mit UV-Licht bestrahlt oder mit 

70% vergälltem Ethanol desinfiziert. Zur Vermeidung von unnötigem physiologischem Zell-

stress wurden zudem alle Medien und Zusätze für die Zellkultur vor ihrer Verwendung in einem 

W 350 Wasserbad auf 37°C erwärmt. 

Aufgrund ihrer für die Zelladhäsion von hMSCs optimierten Oberfläche dienten NuncTM 

Zellkulturflaschen, -platten und -schalen als Kultivierungsgefäße. Nach Zugabe der Zellen 

wurden diese in einem Brutschrank (HERAcell® 240 oder Heraeus® Function Line BB16) mit 

Wasserdampf gesättigter Atmosphäre bei 5% CO2 und 37°C platziert. Für eine serumhaltige 

Kultivierung wurden sowohl MSCGMTM als auch das StemMACSTM MSC Expansionsme-

dium verwendet, die serumfreie Kultivierung erfolgte in RPMI-1640 mit 1% Nutridoma-SP, 

1% L-Alanyl-L-Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin. Unabhängig vom verwendeten Kul-

tivierungsmedium wurde alle 3-4 Tage ein Mediumwechsel durchgeführt, um die Zellen mit 

frischen Nährstoffen zu versorgen und zelluläre Abfallstoffe zu entfernen. Die optionale Stimu-

lierung des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs in hMSCs erfolgte alle 3-4 Tage in Abwe-

senheit von Serum durch Zugabe von 100 ng/mL murinen rekombinanten Wnt3a. Da die Pro-

bennahme bei allen Experimenten mit dieser Behandlung erst unmittelbar vor dem Erreichen 

der vollständigen Zellkonfluenz durchgeführt wurde, hatten eventuell auftretende Änderungen 

der Wachstumsgeschwindigkeit durch Wnt3a keine Auswirkungen auf die Gesamtzellzahl. 

Zell-Zell Kontakte induzieren bei primären Zellen wie etwa hMSCs unerwünschte Verände-

rungen der zellulären Eigenschaften. Das Zellwachstum wurde daher regelmäßig mit Hilfe ei-

nes inversen Lichtmikroskops vom Typ CKX41 beobachtet. Nach dem Erreichen von etwa 95% 

Konfluenz wurden die Zellen in Form einer Suspension expandiert. Hierbei wurde zunächst das 

Kultivierungsmedium von den Zellen entfernt und diese mit 5 mL DPBS gewaschen, um ei- 

ner Beeinträchtigung der nachfolgenden Trypsinierung durch Serumrückstände vorzubeugen. 
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Anschließend wurden die adhärenten Zellen mit 2 mL einer speziell für hMSCs optimierten 

Trypsin/EDTA-Lösung während einer 5-minütigen Inkubation im Brutschrank vom Boden der 

Kulturflasche abgelöst. Nach Aufnahme der Lösung in 4 mL serumhaltigem Medium wur- 

den die Zellen zunächst sorgfältig resuspendiert und zu gleichen Teilen auf drei unbenutzte 

Zellkulturflaschen mit jeweils 8 mL frischem Kultivierungsmedium verteilt. Die resultieren- 

de Zelldichte nach diesem Passagierungsvorgang betrug etwa 7.900 Zellen/cm2. Für die nach-

folgenden Experimente wurden aus ökonomischen und biologischen Gründen ausschließlich 

hMSCs der Passagen 4-6 verwendet. Die Verdopplungszeit dieser Zellen betrug durchschnitt-

lich 4 Tage. 

 

E.2.1.2 Kryokonservierung von hMSCs 
Für die Langzeitlagerung wurden die Zellen in einem speziellen Einfriermedium für hMSCs 

kryokonserviert. Dieses, mit einer SterivexTM-GV 0,22 µm Filtereinheit sterilfiltrierte, Medium 

schützt die Zellen während des Einfriervorgangs vor der Bildung von Eiskristallen, welche die 

Zellmembran schädigen und beim erneuten Auftauen eine Zelllyse verursachen würden. Aller-

dings ist die Zusammensetzung des Mediums toxisch für physiologisch aktive Zellen, weshalb 

nach der Aufnahme der hMSCs in diesem Medium alle Arbeitsschritte des Einfrierens und des 

späteren Auftauens möglichst zügig erfolgen müssen. 

Eine Suspension der einzufrierenden hMSCs wurde zunächst in einer HeraeusTM MegafugeTM 

1.0 R für 5 min mit 561 x g zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Überstands wurden die 

Zellen im Einfriermedium resuspendiert und in NuncTM CryoTubesTM überführt. Dabei be- 

trug die Zellkonzentration 1 x 106/mL Medium. Die Cryotubes wurden nun in einer mit Iso-

propanol befüllten Nalgene® Mr. FrostyTM Box platziert, welche die Temperatur der Zellsus-

pension schonend mit einer Abkühlgeschwindigkeit von 1°C/min reduziert. Dieser Vorgang 

wurde in einem Forma Scientific® 923 ULT Gefrierschrank mit einer Arbeitstemperatur von  

-80°C durchgeführt. Für die abschließende Langzeitlagerung der hMSCs wurden das MVE® 

KryoSystem 4000 mit flüssigem Stickstoff (-196°C) und die MDF-C2156VAN ULT Gefrier-

truhe (-150°C) eingesetzt. 

Das Auftauen von kryokonservierten hMSCs erfolgte bei 37°C in einem W 350 Wasserbad. 

Zuvor wurden die Cryotubes von in flüssigem Stickstoff gelagerten Zellsuspensionen kurz 

geöffnet, um eventuell in das Gefäß eingedrungenen Stickstoff entweichen zu lassen. Dieser 

würde sich sonst beim Erwärmen des Gefäßes im Wasserbad explosionsartig ausdehnen und 

schwere Verletzungen verursachen. Nach dem Auftauen wurden die Zellen kurz resuspen- 

diert und zu gleichen Teilen auf zwei unbenutzte Zellkulturflaschen mit jeweils 10 mL  



Material und Methoden│47 
 

frischen, serumhaltigen Kultivierungsmedium verteilt. Die resultierende Zelldichte betrug etwa  

6.700 Zellen/cm2. Um die zytotoxische Wirkung des Einfriermediums zeitlich begrenzt zu hal-

ten, wurde unmittelbar nach der Adhäsion der hMSCs, spätestens aber zu Beginn des folgenden 

Tages, das Medium entfernt und die Zellen mit 5 mL DPBS gewaschen. Vor einer weiteren 

Verwendung der hMSCs wurden diese für mindestens 3 Tage in serumhaltigem Medium kul-

tiviert. 

 

E.2.1.3 Differenzierung von hMSCs 
E.2.1.3.1 Adipogene Differenzierung und Oil Red O Färbung 
Das adipogene Differenzierungsmedium und das adipogene Erhaltungsmedium wurden anhand 

der Angaben von Pittenger et al. [6] im Labor hergestellt. Vor ihrer Verwendung in der Zellkul-

tur wurden die Medien mit einer SterivexTM-GV 0,22 µm Filtereinheit sterilfiltriert, um Konta-

minationen zu vermeiden. Die adipogene Differenzierung von hMSCs wurde nach Erreichen 

von mindestens 80% Konfluenz in 6-Well-Platten durchgeführt. Dazu wurde zunächst das Me-

dium abgenommen und die Zellen mit 1 mL DPBS gewaschen. Es folgte eine 5-tägige Kulti-

vierung in 1 mL adipogenem Differenzierungsmedium im Brutschrank. Nach dem Entfernen 

des Mediums und einem Waschschritt mit 1 mL DPBS wurde die Kultivierung in 1 mL adipo-

genem Erhaltungsmedium für 2 Tage fortgesetzt. Diese Abfolge wurde in der zweiten Woche 

beibehalten. Differenzierte hMSCs bildeten zum Ende der ersten Woche Lipidvakuolen in fort-

an steigender Anzahl und Größe aus, welche nach 14 Tagen für eine bessere Visualisierung mit 

dem Farbstoff Oil Red O gefärbt wurden. 

Dazu erfolgte nach dem Entfernen des adipogenen Erhaltungsmediums ein Waschschritt mit  

1 mL DPBS. Die Zellen wurden anschließend mit 1 mL Formaldehydlösung (4%, 2 min bei  

-20°C vorgekühlt) für 1 min fixiert. Nach dem Waschen der Zellen mit 1 mL Ethanol (50%,  

-20°C) erfolgte eine 20-minütige Färbung mit 1 mL Färbelösung für adipogene Differenzie-

rung. Abschließend wurden die Farbstoffreste sowohl mit 1 mL Ethanol (50%, -20°C) als auch 

mit 1 mL H2O entfernt. Unter Verwendung eines inversen Lichtmikroskops vom Typ CKX41 

und einer E-420 DSLR-Kamera entstanden Aufnahmen der nun rötlich erscheinenden Lipidva-

kuolen. Für eine spektrometrische Quantifizierung erfolgte danach die 15-minütige Lösung des 

in den Lipidvakuolen der Adipozyten gebundenen Oil Red O mit 2 mL Elutionspuffer für adipo-

gene Differenzierung unter Verwendung eines Polymax 1040-Taumelschüttlers. Die Absorp-

tion von 200 µL des gelösten Farbstoffes wurde in einer 96-Well Platte (transparent, flacher 

Boden) mit einem Asys DigiScan Temp Photospektrometer bei einer Wellenlänge von 405 nm 

gemessen. 
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E.2.1.3.2 Osteogene Differenzierung und Alizarin Red S Färbung 
Die Herstellung des osteogenen Differenzierungsmediums erfolgte gemäß dem Protokoll von 

Jaiswal et al. [197]. Um die Sterilität des Mediums zu gewährleisten, wurde dieses vor der 

Verwendung in der Zellkultur mit einer SterivexTM-GV 0,22 µm Filtereinheit filtriert. Die in  

6-Well-Platten kultivierten hMSCs wurden bis zu einer Konfluenz von mindestens 80% heran-

gezogen, bevor das Medium entfernt und die Zellen mit 1 mL DPBS gewaschen wurden. Die 

nachfolgende Kultivierung in 1 mL osteogenem Differenzierungsmedium umfasste 2 Wochen 

im Brutschrank, wobei alle 2-3 Tage ein Mediumwechsel ohne Waschschritt durchgeführt wur-

de. Die differenzierten Zellen bildeten dabei zunehmend Kalziumeinlagerungen in ihrer EZM. 

Um diese morphologischen Veränderungen besser sichtbar zu machen, wurde nach 14 Tagen 

eine Färbung mit Alizarin Red S durchgeführt. 

Nach Abnahme des osteogenen Differenzierungsmediums und dreimaligem Waschen mit 1 mL 

DPBS wurden die Zellen mit 2 mL 70% Ethanol für 1 Stunde fixiert. Die Inkubationstempera-

tur wurde dabei nach 30 min von -20°C auf 4°C und nach weiteren 20 min von 4°C auf Raum-

temperatur erhöht. Nach einem Waschschritt mit 1 mL H2O erfolgte die 10-minütige Färbung 

der hMSCs mit 2 mL Färbelösung für osteogene Differenzierung. Zur Entfernung der Farbstoff-

reste wurden die hMSCs dreimal mit 1 mL DPBS gewaschen. Die jetzt roten Kalziumeinlage-

rungen wurden mit Hilfe eines inversen Lichtmikroskops vom Typ CKX41 und einer E-420 

DSLR-Kamera fotografiert. Vor dessen spektrometrischer Quantifizierung war die Extraktion 

von Alizarin Red S aus den Kalziumeinlagerungen der Osteozyten erforderlich. Dies geschah 

mit 1 mL Elutionspuffer für osteogene Differenzierung und einem Polymax 1040-Taumel-

schüttler über einen Zeitraum von 45 min. Danach wurde die Absorption von 200 µL des 1:10 

verdünnten Alizarineluats bei einer Wellenlänge von 550 nm in einer 96-Well Platte (transpa-

rent, flacher Boden) mit einem Asys DigiScan Temp Photospektrometer gemessen. 

 

E.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl 
E.2.1.4.1 Neubauer improved-Zählkammer 
Die Neubauer improved-Zählkammer dient der direkten Bestimmung der Zellzahl und um- 

fasst eine aus optischem Spezialglas gefertigte Grundplatte mit Deckplättchen. Die Grundplatte 

weist innerhalb zweier beschrifteter Außenflächen drei Stege auf, welche durch eine H-förmige 

Ausfräsung voneinander getrennt sind. Der zweigeteilte Mittelsteg mit den beiden Zählgittern 

bildet den Kammerboden, während die 0,1 mm höher gelegenen Außenstege als Träger des 

Deckplättchens, welches die Zählkammer nach oben hin abschließt, fungieren. Ein Zählgitter 

besteht aus drei mal drei Großquadraten mit einer Kantenlänge von je 1 mm. 
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Jedes Großquadrat ist seinerseits in Kleinquadrate (Kantenlänge 200-250 µm) aufgeteilt, die 

ausschließlich beim mittleren Großquadrat zudem in Kleinstquadrate (Kantenlänge 50 µm) un-

terteilt sind (Abb. 9). 

 

Abb. 9 Die Neubauer improved-Zählkam-
 mer. (a) Fotografische Aufnahme  
 der Grundplatte mit Deckplättchen.  
 (b) Schematische Darstellung eines 
 Zählgitters mit Größenangaben. Die 
 grau hervorgehobenen Bereiche 
 repräsentieren die vier verwende- 
 ten Großquadrate. (Bildmaterial von 
 www.wikipedia.org mit Modifika-
 tionen) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Je nach Größe und Morphologie der Zellen werden unterschiedliche Quadratgrößen für die 

Zellzahlbestimmung verwendet, wobei die Begrenzungslinien stets als Teil des jeweiligen Qua-

drats betrachtet werden. Die Verteilung der Zellen auf dem Zählgitter sollte für eine korrekte 

Auswertung homogen sein. 

Zunächst wurden 5 µL der zu quantifizierenden Zellsuspension mit 5 µL Trypanblaulösung 

vermischt. Trypanblau bindet an intrazelluläre Proteine und wirkt zytotoxisch. Die in lebenden 

Zellen intakten Zellmembranen können die Aufnahme des Farbstoffs verhindern, was bei der 

Zählung eine Abgrenzung von toten, dann blau gefärbten, Zellen ermöglicht. Die mit Farbstoff 

gemischte Zellsuspension wurde seitlich zwischen Kammerboden und bereits aufliegendem 

Deckplättchen pipettiert. Durch Kapillarkräfte bewegten sich die Zellen auf das Zählgitter im 

Kammerinneren. Unter Verwendung eines inversen Lichtmikroskops vom Typ CKX41 wurden 

anschließend alle farblosen Zellen innerhalb von vier Großquadraten gezählt, wobei die Klein-

quadrate lediglich der Orientierung dienten. Die Gesamtzahl lebender Zellen pro mL Flüssig-

kultur entspricht dem Mittelwert der Großquadrate mal 20.000. Für eine zu 100% konfluente 



50│Material und Methoden 
 

hMSC-Kultur wurde eine Zelldichte von etwa 25.000 Zellen/cm2 ermittelt. Anhand dieses Wer-

tes konnten nun Rückschlüsse auf die Zellzahl verschiedener Konfluenzen in Gefäßen mit be-

kannter Kultivierungsfläche gezogen werden. 

 

E.2.1.4.2 CyQUANT® Zellproliferationsassay 
Dieser Assay basiert auf der Interkalation des fluoreszierenden, lichtempfindlichen Farbstoffs 

CyQUANT® GR in die DNA von Zellen, wodurch diese durch ein Spektralfluorometer quanti-

fiziert werden kann. Da die Menge an DNA mit der Zellzahl korreliert, kann letztere indirekt 

bestimmt werden. Um falsch positive Signale aus der Messung herausrechnen zu können, muss 

über einen Negativkontrollansatz ohne CyQUANT® GR der Grad der Autofluoreszenz ermittelt 

werden. Für die absolute Bestimmung der Zellzahl ist zudem das Mitführen von mindestens 

drei Ansätzen bekannter Zellzahl erforderlich. Dabei wird die ermittelte Fluoreszenz gegen die 

bekannten Zellzahlen aufgetragen und ergibt einen bis 50.000 Zellen linearen Standard, mit 

dessen Hilfe die Zellzahl in Proben mit bekannter Fluoreszenz ermittelt werden kann. 

Die Kultivierung von hMSCs für den CyQUANT® Zellproliferationsassay erfolgte in 12-Well-

Platten. Nach dem Entfernen des Kultivierungsmediums und dem Waschen der Zellen mit  

500 µL DPBS wurden die Platten für 24 Stunden bei -80°C in einem Forma Scientific® 923 

ULT Gefrierschrank inkubiert. Die bei dieser Temperatur gebildeten Eiskristalle zerstören die 

Zellmembranen und legen beim Auftauen die in den hMSCs vorliegende DNA frei. Nach dem 

Erwärmen der Platten auf Raumtemperatur wurden in jedes Well 250 µL einer Lösung aus 

94,75% H2O (PCR grade), 5% Zelllysepuffer [x20] und 0,25% CyQUANT® GR [x400] gefüllt 

und die Ansätze im Dunkeln für 5 min inkubiert. Nach dem Überführen von zweimal 100 µL 

eines jeden Überstands in eine 96-Well Platte (schwarz, flacher Boden) erfolgte die Analyse 

der Fluoreszenz mit Hilfe eines Safire2TM Spektralfluorometers bei Wellenlängen von 480 nm 

Exzitation und 520 nm Emission. Der um die Autofluoreszenz korrigierte Mittelwert der Dop-

pelmessung ergab hierbei die Probenfluoreszenz. 

 

E.2.1.4.3 WST-8 Zellvitalitätsassay 
Das Cell Counting Kit-8 beinhaltet den WST-8 Zellvitalitätsassay. Über eine Redoxreaktion 

wird dabei blassgelbes WST-8 [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfo-

phenyl)-2H-tetrazolium] Mononatriumsalz zum orangefarbenen, im Kultivierungsmedium lös-

lichen Farbstoff Formazan reduziert. Dies geschieht durch die enzymatische Aktivität von 

Dehydrogenasen, welche sich in den Mitochondrien physiologisch aktiver Zellen befinden und 

den Elektronendonor NADH im Verlauf des Redoxprozesses zu NAD+ oxidieren. Die Menge 
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des gebildeten Farbstoffs korreliert dabei mit der Anzahl lebender (vitaler) Zellen mit funktio-

nierender Atmungskette und erlaubt somit eine indirekte Bestimmung der Zellzahl via Photo-

spektrometrie. Mit Hilfe eines Negativkontrollansatzes ohne hMSCs wird die Basalabsorption 

von Formazan in den Proben ermittelt, welche als falsch positives Signal bei den Messwerten 

nicht berücksichtigt wird. Die zellfreie Entstehung von Formazan kann dabei auf die Anwe-

senheit reduzierender Komponenten im Kulturmedium zurückgeführt werden. Die Ermittlung 

der absoluten Zellzahl in Proben mit bekannter Absorption wird über die Erstellung einer 

Standardkurve ermöglicht. Dazu sind mindestens drei Ansätze nötig, deren Absorption gegen 

die bekannten Zellzahlen aufgetragen wird. 

Vor dem Assay wurde das Medium von in 12-Well-Platten kultivierten hMSCs abgenommen 

und die Zellen mit 500 µL DPBS gewaschen. Dann erfolgte eine serumfreie Inkubation in  

250 µL Kultivierungsmedium mit 10% WST-8-Lösung für 2 Stunden im Brutschrank. An-

schließend wurden zweimal 100 µL eines jeden Überstands in eine 96-Well Platte (transparent, 

flacher Boden) transferiert und die Absorption durch ein Safire2TM Spektralfluorometer bei ei-

ner Wellenlänge von 450 nm bestimmt. Der um die Basalabsorption korrigierte Mittelwert der 

Doppelmessung ergab hierbei die Probenabsorption. 

 

E.2.1.5 Bestimmung der zellulären Beweglichkeit 
E.2.1.5.1 Scratch-Assay 
Um das Migrationsverhalten der hMSCs unter Wundheilungsbedingungen zu untersuchen, 

wurde eine modifizierte Version des Scratch-Assays nach Lipton et al. [198] durchgeführt: 

Dazu erfolgte zunächst eine Kultivierung der Zellen in 6-Well-Platten bis zur vollständigen 

Konfluenz. Nach einem Waschschritt mit 500 µL DPBS und der Zugabe von serumfreiem 

Kultivierungsmedium wurde die Zellschicht an mehreren Stellen mit einer abgeschrägten  

200 µL-Pipettenspitze für Gilson® Pipettoren linear unterbrochen. Diese Kratzer (scratches) 

sollten im Zusammenspiel mit den durch die zerstörten Zellen freigesetzten Zytokinen und Che-

mokinen eine migrationsinduzierende Verwundungssituation simulieren. Um hierbei eine exo-

gene Störung zu vermeiden, wurde auf die Anwesenheit von Serum im Medium verzichtet. Die 

nachfolgenden Bewegungen der hMSCs in die Wundfurche wurden durch ein inverses Licht-

mikroskop vom Typ Axiovert S100 und einer damit verbundenen AxioCam ICc3 CCD-Kamera 

verfolgt. Für eine befeuchtete Atmosphäre mit 5% CO2 und 37°C sorgte der Inkubator XL S 

mit CO2-Regler und einer Tempcontrol 37-2 digitalgesteuerten Heizung, welcher die Anord-

nung umgab. Mit Hilfe der motorisierten Mikroskopplattform SCAN IM 130 x 100 und der 

Software ZEN x64 wurden nun im Abstand von 1 Stunde über einen Zeitraum von 3 Tagen 
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Aufnahmen unterschiedlicher Ansätze gemacht und diese anschließend in Bilddateien konver-

tiert. Die Auswertung letzterer erfolgte mit der Software ImageJ und einem darin enthaltenen, 

speziell auf die Messung der Zelldichte ausgelegten Algorithmus von Heggebo et al. [199] mit 

den nachfolgenden Spezifikationen: 

 

run("8-bit"); 

run("Median...", "radius=3 stack"); 

run("Enhance Contrast...", "saturated=1 normalize equalize_all"); 

run("Subtract Background...", "rolling=20 light stack"); 

run("Enhance Contrast...", "saturated=1 normalize equalize_all"); 

run("Invert LUT"); 

run("Gaussian Blur...", "sigma=10 stack"); 

run("Enhance Contrast...", "saturated=1 normalize equalize_all"); 

 

Die in Fettdruck hervorgehobenen Befehle waren optional und machten eine zeitgleiche Bear-

beitung mehrerer Aufnahmen möglich. Die digitale Invertierung der Bilder durch den Algorith-

mus ließ fortan zellfreie Flächen weiß und mit Zellen bedeckte Bereiche schwarz erscheinen, 

was eine quantitative Analyse ermöglichte. Wundheilung wurde dabei durch die relative Zu-

nahme der mit Zellen bedeckten Fläche beziehungsweise des Bildschwarzwertes definiert. 

 

E.2.1.5.2 µ-Slide Chemotaxis3D-Assay 
Für die Analyse des Migrationsverhaltens auf Einzelzellebene wurde ein µ-Slide Chemo-

taxis3D-Assay verwendet. Durch das Anlegen eines chemotaktischen Gradienten aus speziel-

len Lockstoffen können in diesem Experiment gerichtete Bewegungen einzelner Zellen analy-

siert werden. Die Versuchsanordnung, der µ-Slide, beinhaltet drei Kammern. Diese wiederum 

bestehen jeweils aus zwei Reservoirs, welche durch einen beidseitig durchlässigen Observa-

tionskanal von 1 mm Durchmesser voneinander getrennt sind. Die genannten Kompartimen- 

te können direkt durch jeweils zwei mit Plastikstöpseln verschließbare Öffnungen befüllt wer-

den (Abb. 10). Als vorbereitende Maßnahme wurden sowohl der µ-Slide als auch alle Kompo-

nenten der Migrationslösung mindestens 24 Stunden lang im Brutschrank vorinkubiert, um gas-

förmige Einschlüsse entweichen zu lassen. Das vom Hersteller empfohlene Protokoll wurde an 

einigen Stellen geändert, um die Methode für hMSCs nutzbar zu machen. Im Folgenden wird 

daher die neu etablierte Version mit den im Ergebnisteil unter Kapitel F.3.2.3.1 aufgeführten 

Abweichungen vom Originalprotokoll beschrieben. 
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Abb. 10 Der µ-Slide Chemotaxis3D. (a) Fotografische Aufnahme dreier mit Farbstoff befüllter Kam-
 mern. (b) Schematische Darstellung einer Kammer mit Größenangaben. C100 und C0 stehen 
 für die im Experiment möglichen, prozentualen Höchstmengen eines biochemischen Lock-
 stoffs. (c) Mit Plastikstöpseln verschlossene Kammer während des Assays. (Bildmaterial 
 von www.ibidi.de mit Modifikationen) 

 

Zunächst erfolgte eine Abnahme des Mediums nach vorangegangener Zentrifugation der Zell-

suspension. Anschließend wurden die hMSCs in Migrationslösung resuspendiert und die Zell-

konzentration auf 1,25 x 106/mL eingestellt. Nach dem Verschließen der beiden Reservoirs ei-

ner Kammer wurden 7.500 hMSCs in den Observationskanal eingebracht. Dies geschah durch 

das Befüllen einer Öffnung mit 6 µL Zellsuspension und dem nachfolgenden Aufziehen von  

6 µL Totvolumen aus der anderen Öffnung. Dieser Vorgang erforderte größte Vorsicht bei der 

Durchführung und die Verwendung einer abgeschrägten 200 µL-Pipettenspitze für Gilson® 

Pipettoren. Nur so kann in diesem Versuchsschritt die Bildung von Luftblasen in der Migra-

tionslösung vermieden werden, welche sowohl die Adhäsion als auch die Migration der hMSCs 

sowie den Aufbau des chemotaktischen Gradienten gefährden würde. Nach dem beidseitigen 

Schließen des Observationskanals wurden die beiden Reservoirs nacheinander geöffnet, auf 

identische Weise mit jeweils 65 µL serumfreiem Kultivierungsmedium gefüllt und wieder 

verschlossen. Es folgte eine 3-tägige Inkubation des µ-Slides im Brutschrank. Zum Start des  

µ-Slide Chemotaxis3D-Assays wurden 6,5 µL Medium aus einem der beiden Reservoirs durch 

6,5 µL HuS, eine komplexe Mischung verschiedener biochemischer Lockstoffe, ersetzt. Dies 

führte zur Bildung eines Konzentrationsgradienten von 10% bis 0% HuS zwischen den beiden 

Reservoirs. Physiologisch aktive Zellen im Observationskanal orientierten sich in der Folge 

entlang des Gradienten zum serumhaltigen Reservoir. Diese gerichtete Migration wurde über 
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einen Zeitraum von 24 Stunden unter Verwendung eines inversen Lichtmikroskops vom Typ 

IX70 und einer daran angeschlossenen SensiCam QE CCD-Kamera beobachtet. Eine umgeben-

de 37°C Inkubationskammer ermöglichte dabei in Kombination mit einem CAL 3300 Tempera-

turregler und Heizer ausreichende Kultivierungsbedingungen. Durch den Einsatz der motori-

sierten Mikroskopplattform SCAN IM 120 x 100, gesteuert über Image-Pro® Plus 7.0 MDA, 

konnten zudem vollautomatisch mehrere Ansätze parallel analysiert werden. Im Abstand von 

20 min entstanden nun Aufnahmen der hMSCs, welche im Anschluss an die Lebendzellbe-

obachtung mit Hilfe der Software ImageJ zu Bildserien zusammengefasst wurden. Die Visuali-

sierung der Migrationsstrecken erfolgte durch das Manual Tracking plug-in für ImageJ. Für die 

Quantifizierung der Migration hingegen wurde das Chemotaxis and Migration Tool 2.0 ver-

wendet, beides gemäß den Richtlinien des Herstellers. Auf diese Weise konnte sowohl das che-

motaktische als auch das migratorische Potential von 30 Zellen quantifiziert und charakterisiert 

werden. 

Das chemotaktische Potential der Zellpopulation wurde anhand des Rayleigh-Tests, der Be-

wegungsrichtung und des FMI beurteilt. Der Rayleigh-Test wurde verwendet, um die Gleich-

mäßigkeit der kreisförmigen Zellverteilung statistisch zu ermitteln. Diese ist zu Beginn des Ex-

periments gegeben, kann sich jedoch in dessen weiterem Verlauf verändern. Bei einem finalen 

Wert von weniger als 0,05 liegt eine ungleichmäßige Verteilung oder auch Schwerpunktbildung 

vor [200], was auf positive oder negative Chemotaxis schließen lässt. Die Bewegungsrichtung 

gibt an, ob sich die hMSCs, ausgehend vom jeweiligen Startpunkt, zum biochemischen Lock-

stoff hin (positiv) oder von diesem weg (negativ) bewegt haben. Die Geradlinigkeit von Zellbe-

wegungen wurde durch den FMI gemessen, welcher durch das Verhältnis der euklidischen Dis-

tanz zur tatsächlichen Migrationsdistanz einer Zelle definiert ist. Die euklidische Distanz stellt 

dabei die kürzeste Strecke zwischen ihrer Start- und Endposition dar. In den Versuchen dieser 

Arbeit wurde der Gradient stets entlang der y-Achse angelegt, FMI (y)-Werte von 0 bis 1 zeig-

ten somit positive Chemotaxis. 

Um das migratorische Potential der Zellpopulation festzustellen, wurden das COM sowie die 

Migrationsdistanz und -geschwindigkeit ermittelt. Das COM repräsentiert die Endposition des 

Populationszentrums in Relation zu dessen Startposition. Es ist der Mittelwert der euklidischen 

Distanzen aller hMSCs, welche Teil der Population sind. Die Migrationsdistanz ist die von den 

Zellen zurückgelegte Gesamtstrecke, während die Migrationsgeschwindigkeit der hMSCs de-

ren Migrationsdistanz im Verhältnis zur Laufzeit des Experiments beschreibt. 
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E.2.1.5.3 Transwellassay 
Studien zum Invasionspotential einer Zellpopulation, also ihrer Fähigkeit, Barrieren aus EZM 

zu durchwandern, ermöglichte der Transwellassay. Die hMSCs folgen dabei, wie auch schon 

beim µ-Slide Chemotaxis3D-Assay, einem HuS-Gradienten. Anders als beim bereits vorgestell-

ten Migrationsassay müssen die Zellen auf ihrem Weg jedoch eine rekonstituierte Basalmem-

bran aus Kollagen IV, Laminin und Proteoglykanen passieren, um an ihr Ziel zu gelangen. 

Für die Durchführung des Transwellassays wurde das CorningTM CostarTM TranswellTM System 

genutzt. Es besteht aus einer 24-Well-Platte und 12 Einsätzen, welche eine bodenständige Poly-

karbonatmembran mit 8 µm großen Poren aufweisen. Auf diese Weise besteht während des 

Versuchs eine räumliche Trennung zwischen dem oberen Kompartiment in den Einsätzen und 

dem unteren Kompartiment der Wells. Die Membranen dienen dabei als Träger der geschlos-

senen Biomatrix, welche vor Beginn des Experiments aufgetragen wird (Abb. 11). Für diese 

Beschichtung wurden jeweils 10 µg humane EZM in 200 µL RPMI-1640 aufgenommen und in 

die Einsätze transferiert. Dann erfolgte die Trocknung der Membranoberflächen im sterilen 

Luftstrom einer Sicherheitswerkbank. Dies geschah über Nacht bei Raumtemperatur und ein-

geschalteter Arbeitsbeleuchtung. Die nun gleichmäßig verteilte humane EZM wurde mit der 

Zugabe von jeweils 200 µL RPMI-1640 in die Einsätze für 2 Stunden rehydriert. Abschließend 

wurden in alle Einsätze 200 µL einer Zellsuspension mit 25.000 Zellen/mL und in alle Wells 

600 µL serumfreies Kultivierungsmedium mit 10% HuS eingebracht. Für die optionale Stimu-

lierung der Zellen erfolgte eine Zugabe von 10 ng/mL humanen rekombinanten TNF-α in alle 

Einsätze. Die Platzierung des Transwell-Systems für 2 Tage im Brutschrank ermöglichte dann 

die Transmigration der hMSCs. 

Um im Anschluss daran eine Diff-Quik® Färbung dieser Zellen durchführen zu können, muss-

ten zunächst alle im oberen Kompartiment verbliebenen Bestandteile mit Q-tips® entfernt wer-

den. Hier war besonders schnelles und vorsichtiges Arbeiten angebracht, um sowohl ein Zell-

sterben der transmigrierten hMSCs als auch eine Beschädigung der Membran zu vermeiden. 

Die Unterseite eines jeden Einsatzes wurde nun sechsmal für 1 s in eine Triphenylmethan- 

(Diff-Quik® Fixierlösung; Fixierung der Zelle), eine Xanthen- (Diff-Quik® Lösung I; Färbung 

des Zytoplasmas) und eine Thiazinlösung (Diff-Quik® Lösung II; Färbung des Zellkerns) ge-

taucht. Nach dem Entfernen der Lösungsreste mit destilliertem Wasser und dem Trocknen der 

Einsätze bei Raumtemperatur wurden die bläulich gefärbten hMSCs mit Hilfe eines inversen 

Lichtmikroskops vom Typ CKX41 gezählt. Der mit 100 multiplizierte Quotient aus deren An-

zahl und der eingesetzten Gesamtzellzahl von 5.000 ergab dabei die prozentuale Invasionsrate. 
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Abb. 11 Das CorningTM CostarTM 
 TranswellTM System. (a) Fo-
 tografische Aufnahme der Be-
 standteile. (b) Schematische 
 Darstellung eines Transwells 
 mit zusätzlicher Biomatrix  
 aus humaner EZM als Mi-
 grationsbarriere. (Bildmaterial 
 von www.corning.com und 
 Dr. rer. nat. Virginia Egea mit 
 Modifikationen) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

E.2.1.5.4 Adhäsionsassay 
Die Bestimmung der relativen zellulären Adhäsionsfähigkeit auf künstlichen Oberflächen er-

folgte durch einen Adhäsionsassay. 

Aus einer Zellsuspension wurden zunächst 1 x 105 hMSCs/Well in eine 6-Well-Platte transfe-

riert, woran sich eine mehrstündige Kultivierungsphase im Brutschrank anschloss. Durch den 

Übergang vom sphäroiden in den adhärenten Phänotyp war es den hMSCs dabei möglich, sich 

am Wellboden festzusetzen. Nicht adhärente Zellen wurden vor der Auswertung durch die Ab-

nahme des Kultivierungsmediums und einen Waschschritt mit 500 µL DPBS entfernt. Im Ab-

stand von 1 Stunde wurde nun die Zellzahl durch das Auszählen repräsentativer, mikroskopi-

scher Blickfelder im inversen Lichtmikroskop vom Typ CKX41 ermittelt. 
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E.2.2 Molekularbiologische Techniken 
E.2.2.1 Transfektion von hMSCs 
Um siRNA oder Plasmid-DNA in hMSCs einzubringen, wurde das Transfektionsreagenz Lipo-

fectamine® 2000 verwendet. Die Transfektion der Zellen erfolgte unmittelbar nach ihrer Adhä-

sion, um der Bildung von EZM-Strukturen zuvorzukommen. Diese beeinträchtigen maßgeblich 

die Transfektionseffizienz. Daher wurden hMSCs bereits am Vortag ausgesät und über Nacht 

im Brutschrank serumhaltig kultiviert. Die Zellzahl wurde dabei so gewählt, dass vor der Trans-

fektion eine Konfluenz von etwa 75% herrschte. Eine geringere Zelldichte beeinträchtigt durch 

die erhöhte Entfernung zu ihren Nachbarzellen die Physiologie der hMSCs, während eine hö-

here Zelldichte die für das Transfektionsreagenz zugängliche Zelloberfläche verkleinert. Vor 

dem Beginn der Transfektion wurde das Medium vom Vortag durch 750 µL frisches, serum-

haltiges Kultivierungsmedium ersetzt. Die Transfektionslösung wurde aus zwei Komponenten 

hergestellt: 125 µL RPMI-1640 mit 2,5 µL Lipofectamine® 2000 und 125 µL RPMI-1640 mit 

100 nM siRNA oder Plasmid-DNA. Beide Ansätze wurden zunächst separat für 5 min und dann 

zusammen für 15 min bei Raumtemperatur vorinkubiert. Nach der Mischung der beiden Lö-

sungen setzte eine Mizellenbildung um die zu transfizierenden Nukleinsäuren ein, was weder 

zu kurz (zu wenig aufgenommene siRNA oder Plasmid-DNA) noch zu lang (zu große Mizellen 

lagern sich schwerer an der Oberfläche der hMSCs an) dauern durfte. Aufgrund ihrer Dichte 

musste die Transfektionslösung im Anschluss tropfenweise auf die komplette Wellfläche ver-

teilt werden, um möglichst viele Zellen mit den schnell zum Wellboden sinkenden Mizellen zu 

bedecken. Es folgte eine 6-stündige Inkubation im Brutschrank. Dann wurde die Transfektions-

lösung entfernt, die hMSCs mit 500 µL DPBS gewaschen und in serumhaltigem oder serumfrei-

em Kultivierungsmedium weiter verwendet. 

Alle Angaben beruhen auf der Verwendung von 6-Well-Platten. Für 12-Well-Platten und Zell-

kulturschalen 56,7 cm2 wurden die Volumina dem Durchmesser der jeweiligen Kultivierungs-

fläche angepasst. 

 

E.2.2.2 Luziferaseassay 
Die Messung der Aktivität des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs, dessen Zielgene über 

TCF/LEF-abhängige Bindungsstellen im Promotor induziert oder blockiert werden, erfolgte 

unter Verwendung eines BAR-gestützten Luziferaseassays. Der modifizierte BAR weist eine 

Vielzahl von TCF/LEF-Bindestellen auf und steuert hier die Expression des Reportergens 

Gaussia Luziferase [201]. Dieses Lumineszenz-induzierende Protein wird nach der Expression 
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von den Zellen ins Kultivierungsmedium sezerniert und kann daher quantifiziert werden, ohne 

die Zellen lysieren zu müssen. 

Nach der Transfektion von hMSCs (siehe Kapitel E.2.2.1) mit BAR-Plasmid-DNA wurden die 

Zellen für 3-4 Tage serumfrei im Brutschrank kultiviert. Währenddessen bildeten die hMSCs 

β-Catenin-abhängig Gaussia Luziferase und gaben diese ins Kultivierungsmedium ab. Die 

durch das Reporterprotein induzierte Lumineszenz konnte nun mit dem Gaussia-Juice SMALL 

KIT quantifiziert werden. Alle damit verbundenen Arbeitsschritte erfolgten aufgrund der Licht-

empfindlichkeit von Coelenterazin im Dunkeln. Zunächst wurden jeweils 20 µL des abge-

nommenen Überstands in den Wells einer 96-Well Platte (schwarz, flacher Boden) vorgelegt. 

Unmittelbar vor der Lumineszenzmessung im Safire2TM Spektralfluorometer wurde jeweils 

eine Lösung aus 2 µL Coelenterazin und 100 µL Gaussia-Juice mit einem PIPETMAN® Ultra 

Multichannel, 12x300 hinzupipettiert. Die Messung der bei der Reaktion freigesetzten Licht-

quanten von 466 nm Wellenlänge musste ohne Verzögerung erfolgen, da die Luziferase in Ge-

genwart von Sauerstoff ihr Substrat Coelenterazin sehr schnell in Coelenteramid und Kohlen-

stoffdioxid umsetzt. 

 

E.2.2.3 Isolierung von RNA aus hMSCs 
E.2.2.3.1 mRNA-Isolierung 
Für die Extraktion der gesamten zellulären RNA aus hMSCs wurden die Bestandteile des 

QIAshredder® und des RNeasy® Mini Kits verwendet. 

Nach der Abnahme des Kultivierungsmediums aus den Wells einer 6-Well-Platte erfolgte ein 

Waschschritt mit 500 µL DPBS. Um die Zellen zu lysieren und in Lösung zu bringen, wurden 

diese nach Zugabe von 350 µL Lysepuffer (GITC-haltiger RLT-Puffer mit 1% β-Mercapto-

ethanol) mittels eines Zellschabers mit 2-Positionen-Klinge vom Wellboden entfernt. Die Be-

standteile des Lysepuffers denaturieren in der Probe enthaltene Proteine wie RNAsen und 

schützen so die zelluläre RNA während des Zusammenbruchs der Zellmembranen vor enzyma-

tischer Zersetzung. Das Zelllysat wurde dann für die Homogenisierung in ein QIAshredder®-

Säulchen überführt und in einer HeraeusTM BiofugeTM Pico für 1 min mit 15.142 x g zentri-

fugiert. Anschließend wurde das Homogenat mit 350 µL Ethanol (70%) gemischt und in ein 

RNeasy® Mini-Säulchen transferiert. Die darin enthaltene Silica-Gelmembran ist in der Lage, 

vor der folgenden 15-sekündigen Zentrifugation mit 8.960 x g bis zu 100 µg RNA aus ethanol-

haltigen Zelllysaten zu binden. Eine Reinigung der gebundenen RNA wurde mit Hilfe von etha-

nolhaltigen Pufferlösungen erzielt. Zuerst wurde das Säulchen mit 700 µL RW1-Puffer ver-

setzt und für 15 s mit 15.142 x g zentrifugiert. Die Hauptkomponente dieses Puffers ist ein 
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Guanidinsalz, welches unspezifisch an die Membran gebundene Kohlenwasserstoffe, Proteine 

und Fettsäuren entfernte. Danach folgten zwei Waschschritte mit jeweils 500 µL RPE-Puffer 

und Zentrifugationen für 15 s und 1 min bei jeweils 15.142 x g. Dadurch wurden Salz-

verbindungen entfernt, welche bei den zuvor erfolgten Arbeitsschritten auf die Membran ge-

langt sind. Um anschließend die Restflüssigkeit zu entfernen, wurde das Säulchen für 2 min mit 

15.142 x g zentrifugiert. Durch Zugabe von 20-30 µL H2O (PCR grade), einer 10-minütigen 

Inkubation bei Raumtemperatur und einer abschließenden Zentrifugation des Säulchens für  

1 min mit 15.142 x g wurde die gereinigte mRNA aus der Membran eluiert. Die Quantifizierung 

der Konzentration erfolgte mit einem NanoDropTM 1000 Spektralfotometer, wobei die Proben 

stets durch Eis gekühlt wurden, um eine RNA-Degradation zu vermeiden. 

 

E.2.2.3.2 miRNA- und snoRNA-Isolierung 
Bei der Isolierung von miRNA und snoRNA kamen QIAshredder®- und miRNeasy®-Kompo-

nenten zum Einsatz. 

Zunächst wurde das Kultivierungsmedium aus den Wells einer 6-Well-Platte entfernt und die 

hMSCs mit 500 µL DPBS gewaschen. Für die Zelllyse wurden 700 µL QIAzol® Lysereagenz 

verwendet. Diese monophasische Phenollösung enthält das bereits erwähnte GITC und er- 

füllt damit eine vergleichbare Funktion wie der in Kapitel E.2.2.3.1 erwähnte Lysepuffer. Mit 

Hilfe eines Zellschabers mit 2-Positionen-Klinge wurden die hMSCs in Lösung gebracht und 

in ein QIAshredder®-Säulchen transferiert. Nach einem Zentrifugationsschritt für 1 min mit 

15.142 x g in einer HeraeusTM BiofugeTM Pico wurde das Homogenat für 5 min bei Raumtem-

peratur inkubiert, um die in der Probe enthaltenen Nukleoproteinkomplexe zu lösen. Daraufhin 

erfolgte die Zugabe von 140 µL UltraPureTM Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol und ein star-

kes Schütteln der Lösung für 15 s von Hand. Nach einer erneuten Inkubation für 3 min bei 

Raumtemperatur wurde die Lösung in einer UNIVERSAL 32 R-Zentrifuge für 15 min bei 4°C 

mit 20.854 x g zentrifugiert. Dadurch bildeten sich drei Phasen: eine rote, organische Phase mit 

Zelltrümmern und Proteinkomplexen, eine darüber liegende, weiße Interphase mit DNA und 

kleineren Proteinen und eine farblose, wässrige Phase mit RNAs. Letztere wurde nun vorsichtig 

abgenommen, ohne dabei Bestandteile der Interphase aufzunehmen, was eine Verunreinigung 

der Probe zur Folge hätte und im weiteren Verlauf die Ausbeute an miRNA und snoRNA re-

duzieren würde. Das anschließende, sorgfältige Vermischen der wässrigen Phase mit 525 µL 

Ethanol (100%) verbesserte die Bindungsbedingungen der RNAs an die Silica-Gelmembran 

des RNeasy® Mini-Säulchens. Die nun erfolgende Zentrifugation in einer HeraeusTM BiofugeTM 

Pico für 15 s mit 8.960 x g entfernte die chloroformhaltige Lösung von der gebundenen miRNA. 
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Nach Zugabe von 700 µL RWT-Puffer wurde das Säulchen für 15 s mit 15.142 x g zentrifugiert. 

Dieser Puffer entspricht hinsichtlich Zusammensetzung und Funktion dem für besonders kleine 

RNAs von bis zu 18 Nukleotiden Länge optimierten RW1-Puffer aus Kapitel E.2.2.3.1. Die fol-

genden zwei Waschschritte sowie die abschließende Elution und Quantifizierung entsprachen 

in ihrer Durchführung denen der mRNA-Isolierung (siehe Kapitel E.2.2.3.1). 

 

E.2.2.4 Synthese von cDNA aus RNA 
E.2.2.4.1 cDNA-Synthese aus mRNA 
Für die Herstellung von cDNA wurden 12 µL Probenvolumen mit bis zu 1 µg mRNA sowie 

das QuantiTect® Kit für Reverse Transkription eingesetzt. Aus Gründen der Vergleichbarkeit 

wurde bei der Verwendung mehrerer Proben vor Beginn eine Verdünnung mit H2O (PCR 

grade) durchgeführt, um identische Konzentrationen zu erhalten. Zwischen den einzelnen Ar-

beitsschritten wurde die Probe stets durch Eis gekühlt, um das Risiko einer RNA-Degrada- 

tion zu minimieren. Zunächst entfernten 2 µL gDNA Ausradierungspuffer [7x] während einer  

2-minütigen Inkubation bei 42°C im Thermomixer comfort sämtliche noch in der Probe enthal-

tene DNA. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass nach Abschluss der Synthese die kom-

plette Proben-DNA in vitro aus der isolierten mRNA entstanden war. Die eigentliche Synthese 

erfolgte für 30 min bei 42°C nach Zugabe von 4 µL Quantiscript RT Puffer [x5], 1 µL RT Pri-

mer Mix und 1 µL Quantiscript Reverse Transkriptase. Nach der reversen Transkription wird 

verbliebene mRNA durch RNAse H-Aktivität abgebaut und es bleibt lediglich die synthetisierte 

cDNA in der Probe zurück. Um die enzymatische Aktivität zu stoppen, wurde der Ansatz für  

3 min bei 95°C gekocht. Abschließend wurden 200 µL H2O (PCR grade) zugegeben, um die 

Salzkonzentration in der Probe für die nachfolgende qRT-PCR (siehe Kapitel E.2.2.5.1) zu op-

timieren. 

 

E.2.2.4.2 cDNA-Synthese aus miRNA und snoRNA 
Mit dem miScript II RT Kit erfolgte die Synthese von cDNA aus bis zu 2 µg miRNA und 

snoRNA pro 12 µL Probenvolumen. Wie bei der cDNA-Synthese aus mRNA (siehe Kapitel 

E.2.2.4.1) wurde beim Einsatz mehrerer Proben vorverdünnt und, wann immer möglich, auf  

Eis inkubiert. Nach Zugabe von 4 µL miScript HiSpec Puffer [5x], 2 µL miScript Nucleics  

Mix [10x] und 2 µL miScript Reverse Transkriptase Mix erfolgte eine Inkubation für 1 Stunde 

bei 37°C im Thermomixer comfort. Durch Verwendung dieses speziellen Puffers wurden nur 

miRNAs und snoRNAs in cDNA umgeschrieben, alle anderen Arten von RNA waren von der 

reversen Transkription ausgeschlossen. Um die Reaktion zu beenden, wurde die Probe für  
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5 min auf 95°C erhitzt. Anschließend wurde analog zum Protokoll der cDNA-Synthese aus 

mRNA (siehe Kapitel E.2.2.4.1) verfahren. 

 

E.2.2.5 Analyse von cDNA mittels qRT-PCR 
E.2.2.5.1 mRNA-stämmige cDNA (Rotor-LightCycler) 
Um über die gewonnene cDNA indirekt die Menge spezifischer mRNA ermitteln zu können, 

wurde eine qRT-PCR durchgeführt. Außer der synthetisierten cDNA wurden in jedem Expe-

riment eine Negativkontrolle sowie drei Verdünnungen einer Positivkontrolle mit bekannter 

Konzentration mitgeführt. Die Negativkontrolle bestand dabei lediglich aus dem für die Ver-

dünnung verwendeten H2O (PCR grade) und sollte dessen Reinheit bestätigen. Über die Positiv-

kontrollen wurde im Rahmen der nachfolgenden Auswertung eine Standardkurve erstellt, mit 

deren Hilfe die exakte mRNA-Kopienzahl in den Proben ermittelt werden konnte. Eine Inku-

bation auf Eis sicherte die Qualität aller an der Reaktion beteiligten Komponenten. Jeder An-

satz, bestehend aus 7 µL Probe, 3 µL H2O (PCR grade), 1 µL FastStart DNA Master SYBR® 

Green I und 1 µL mRNA-Primer, wurde in eine LightCycler® Kapillare pipettiert und in einer 

HeraeusTM BiofugeTM Pico für 2 min mit 1.434 x g zentrifugiert. Der FastStart DNA Master 

SYBR® Green I war dabei durchgängig von Alufolie umgeben, weil dieser neben dNTPs und 

der FastStart Taq DNA Polymerase den lichtempfindlichen, interkalierenden Fluoreszenz-

farbstoff SYBR® Green I enthält. Letzterer ermöglicht während der qRT-PCR eine indirekte 

Messung der Transkriptamplifikation durch ein zunehmendes Fluoreszenzsignal. Anschließend 

wurden die Kapillaren mit Plastikstöpseln verschlossen, in einen Rundläuferadapter transferiert 

und dieser in einem LightCycler® 1.5 platziert. Parameter wie Temperatur und Zyklenzahl des 

nun durchgeführten qRT-PCR-Programms entsprachen den jeweiligen Spezifikationen der Pri-

merhersteller. Die spezifischen Primersequenzen der von TIB MOLBIOL hergestellten Primer 

befinden sich im Materialteil dieser Arbeit (siehe Kapitel E.1.6.3.1), Search-LC gibt diese 

grundsätzlich nicht bekannt. 

 

E.2.2.5.2 miRNA- und snoRNA-stämmige cDNA (Rotor-LightCycler) 
Mit Hilfe der qRT-PCR war auch eine indirekte Quantifizierung verschiedener miRNAs und 

snoRNAs durch Amplifikation ihrer cDNA möglich. Durch die Kombination von Polyadeny-

lierung und speziell getaggten 5'-Enden der Primer bei der cDNA-Synthese aus miRNA und 

snoRNA (siehe Kapitel E.2.2.4.2) konnte hierbei ein falsch positives Signal durch eventuell in 

die Probe gelangte gDNA vermieden werden. Für diese Methode wurde das miScript SYBR® 

Green PCR Kit benötigt. Die verwendeten Kontrollen und Arbeitsschritte entsprachen dabei 
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dem Protokoll zur Analyse von mRNA-stämmiger cDNA (siehe Kapitel E.2.2.5.1). Die einzige 

Ausnahme bildete dabei die Zusammensetzung der Ansätze: Hier wurden 6 µL Probe, 10 µL 

QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix [2x], 2 µL miScript Universalprimer [10x] und  

2 µL miScript Primer Assay [10x] in eine LightCycler® Kapillare pipettiert. Parameter wie 

Temperatur und Zyklenzahl des nun durchgeführten qRT-PCR-Programms entsprachen den je-

weiligen Spezifikationen des Primerherstellers. Die spezifischen Primersequenzen werden von 

Qiagen grundsätzlich nicht bekannt gegeben. 

 

E.2.2.5.3 mRNA-stämmige cDNA (Multiwell-LightCycler) 
Eine umfassende Analyse des mRNA-Expressionsprofils unterschiedlich behandelter hMSCs 

wurde durch den Einsatz eines RT2 ProfilerTM PCR Arrays bewerkstelligt. Dieser deckt viele 

Gene eines funktionalen Bereichs der Zellbiologie ab, wie beispielsweise die für die Beweglich-

keit menschlicher Zellen. Im Gegensatz zu dem in den Kapiteln E.2.2.5.1 und E.2.2.5.2 be-

schriebenen Rotor-LightCycler-System mit Primerlösungen wurde bei dieser Methode eine 

vorbehandelte 96-Well Platte samt Pipettierschema geliefert, in der sich bereits lyophilisierte 

Primer zahlreicher mRNAs, Negativ- und Positivkontrollen befinden. Mit einem PIPETMAN® 

Ultra Multichannel, 12x300 wurden nun in jedes Well 25 µL einer Lösung aus 1.350 µL RT2 

SYBR Green Mastermix [2x], 1.248 µL H2O (PCR grade) und 102 µL Probe eingebracht. Für 

den Array wurden 2.400 µL verwendet, die restlichen 300 µL dienten der Absicherung für even-

tuell auftretende Volumenverluste beim Pipettieren. Während dieser Vorbereitung wurden alle 

Lösungen mit Eis gekühlt, wobei der RT2 SYBR Green Mastermix [2x] analog zu Kapitel 

E.2.2.5.1 von Alufolie umgeben war. Die Platte wurde nun mit einer optischen Klebefolie ver-

siegelt und in einer Centrifuge 5430 R für 1 min mit 1.000 x g zentrifugiert, um in den Ansätzen 

enthaltene Luftblasen zu entfernen. Eine Programmanpassung des 7900HT Fast Real-Time 

PCR Systems an die Herstellerangaben gewährleistete die optimale Funktionalität der Array-

primer während der anschließenden qRT-PCR. 

 

E.2.3 Proteinbiochemische Techniken 
E.2.3.1 Herstellung von Zelllysaten 
Für die Gewinnung von Gesamtprotein aus hMSCs mussten die Zellen nach Abnahme des Kul-

tivierungsmediums zunächst mit 500 µL DPBS gewaschen werden, um in Lösung befindliche 

Proteine zu entfernen. Die Zelllyse erfolgte durch Zugabe von 100 µL RIPA-Puffer pro Ansatz. 

Diese Lösung enthält starke Detergenzien sowie Protease- und Phosphataseinhibitoren, um un-

erwünschte Modifikationen der Proteine im Lysat zu unterbinden. Auf diese Weise konnten vor 
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allem Membranproteine effektiv isoliert werden, ohne dabei die strukturelle Integrität und da-

mit ihre Funktion zu verlieren. Die Zellen wurden, ähnlich wie bereits in den Kapiteln E.2.2.3.1 

und E.2.2.3.2 beschrieben, mittels eines Zellschabers mit 2-Positionen-Klinge in Lösung ge-

bracht und dann über einen Zeitraum von 30 min alle 5 min durch die Impulse eines Vortex-

Mischers (PARAMIX3 oder VF2) homogenisiert. Zwischenzeitlich wurde die Probe auf Eis in-

kubiert, um die Stabilität der Proteine zu erhalten. Abschließend trennte eine auf 4°C vorge-

kühlte UNIVERSAL 32 R-Zentrifuge für 10 min mit 20.854 x g die in der Probe enthaltenen 

Zelltrümmer vom proteinhaltigen Überstand, welcher dann weiter verwendet wurde. 

 

E.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Unter Verwendung des PierceTM Coomassie Plus (Bradford) Assay Kits wurde die Gesamtpro-

teinmenge in Kulturüberständen oder Zelllysaten ermittelt. Beim zugrunde liegenden Prinzip, 

der Bradford-Methode, führt die Proteinbindung des Farbstoffs Coomassie-Brillant-Blau G-250 

im sauren Assay-Reagenz zu einem Farbumschlag von Braun zu Blau. Unter Verwendung von 

verschiedenen Verdünnungsstufen einer mitgelieferten Albuminstandardlösung [2 mg/mL] 

wurde eine Eichgerade erstellt, mit deren Hilfe jedem Absorptionswert eine bestimmte Protein-

konzentration zugeteilt werden konnte. Auch die zu analysierenden Proteinproben wurden un-

terschiedlich stark verdünnt, um eine exaktere Bestimmung ihrer Konzentration zu erzielen. 

Für die Messung im Asys DigiScan Temp Photospektrometer oder Safire2TM Spektralfluoro-

meter bei 595 nm unter Verwendung einer 96-Well Platte (transparent, flacher Boden) wurden 

jeweils 100 µL Probenvolumen mit 100 µL Assay-Reagenz versetzt. 

 

E.2.3.3 SDS-PAGE und Westernblot 
Die Biosynthese bestimmter Proteine durch hMSCs konnte mit Hilfe der Westernblot-Technik 

unter Ausnutzung spezifischer Antikörperbindung sowohl qualitativ als auch semiquantitativ 

analysiert werden. Zunächst mussten die im Zelllysat oder Kulturüberstand vorliegenden Pro-

teine durch eine SDS-PAGE aufgetrennt werden. 

Dafür wurden 30 µL einer jeden Probe mit 10 µL NuPAGE® LDS Probenpuffer [4x] versetzt. 

Für die optionale Durchführung unter denaturierenden Bedingungen enthielt dieser Puffer zu-

sätzlich 23% DL-DTT. Der Gesamtansatz wurde dann für 3 min im Thermomixer comfort auf 

95°C erhitzt. DL-DTT bewirkt bei hohen Temperaturen eine Spaltung und nachfolgende Re-

duzierung der Disulfidbrücken von Proteinen, welche daraufhin ihre Sekundär- und Tertiär-

struktur verlieren und sich so besser nach ihrer spezifischen Molekülmasse im Gel voneinander 

trennen lassen. Der im Verhältnis 1:5 mit H2O (PCR grade) verdünnte Magic MarkTM XP 
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Western Protein Standard sowie eventuell mitgeführte Kontrollen wurden dabei wie die Proben 

behandelt. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einem NuPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris 

Protein Gel, welches sich in einer mit 700 mL NuPAGE® MOPS SDS Laufpuffer befüllten 

XCell SureLockTM Minizelle befand. Nach dem Transfer der vorbehandelten Ansätze in die 

schmalen Taschen des Trenngels durch spezielle Prot/ElecTM Pipettenspitzen wurde die Mini-

zelle verschlossen. Das im Gel enthaltene SDS, ein anionisches Tensid, lagert sich an die Pro-

teine an und versieht sie auf diese Weise mit einer stark negativen Gesamtladung. Durch das 

Anlegen einer elektrischen Spannung werden die Proteine dann durch das Gel zum positiven 

Pol gezogen. Die im Gel zunehmende Polyacrylamidkonzentration (4-12%) bildet einen Poren-

gradienten, der wie ein Netz mit sukzessiv abnehmender Durchlässigkeit funktioniert. Damit 

akkumulieren die Proteine, abhängig von ihrer relativen Molekülmasse, an unterschiedlichen 

Stellen im Gel. Für den Start des Trennvorgangs wurde die Minizelle an ein EPS 301 oder  

EPS 601 angeschlossen und dieses auf 200 V und 40 mA mit einer Laufzeit von 100 min ein-

gestellt. Um frei werdende Hitze auszugleichen und damit die strukturelle Integrität des Gels 

zu erhalten, wurde der Laufpuffer zuvor in einem LSTR 13006 GWU Kühlschrank auf 4°C ab-

gekühlt. 

Nach Abschluss der Auftrennung wurde das Gel aus seiner Kunststoffummantelung gelöst und 

eine mit Methanol vorbehandelte ImmobilonTM-P Membran aufgelegt. Durch die Behandlung 

mit Methanol wird die Oberfläche der hydrophoben PVDF-Membran hydriert, was ihre Zu-

gänglichkeit beim folgenden Proteintransfer entscheidend verbessert. Von besonderer Wich-

tigkeit war zudem die Entfernung jeglicher Luftblasen zwischen Gel und Membran, da diese 

den Transfer der Proteine massiv eingeschränkt hätten. Beidseitig umschlossen von je einem 

Whatman® Filterpapier Nr. 1 und drei Blotkissen wurden Gel und Membran in ein XCell IITM 

Blotmodul eingebracht, welches seinerseits in der bereits verwendeten XCell SureLockTM 

Minizelle platziert wurde. Nach dem Befüllen mit auf 4°C vorgekühlten 700 mL NuPAGE® 

Transferpuffer wurde die Minizelle verschlossen und der Proteintransfer mit 30 V und 170 mA 

für 1 Stunde durchgeführt. Hierbei zog ein senkrecht zum Gel verlaufendes, elektrisches Feld 

die durch SDS negativ geladenen Proteine aus dem Gel auf die Membran, wo sie durch hydro-

phobe Wechselwirkungen gebunden wurden. Nach dem Proteintransfer wurde die Membran 

vom Gel entfernt und auf einen Polymax 1040-Taumelschüttler überführt, der für alle nachfol-

genden Arbeitsschritte des Westernblots bis zur Detektion verwendet wurde. Es folgten ein kur-

zer Waschschritt mit TBS-T und eine Inkubation für mindestens 1 Stunde in 50 mL Blockier-

lösung. Die in dieser Lösung enthaltenen Milchproteine besetzen freie Stellen auf der Membran 

und verhindern im weiteren Verlauf falsch positive Detektionen durch unspezifisch gebundene 
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Antikörper. Eine weitere Reduktion unspezifischer Antikörperreaktionen erzielte die Anwesen-

heit des nichtionischen Tensids Tween® 20. Anschließend wurde die Lösung abgenommen und 

deren Reste zweimal für je 10 min mit TBS-T abgewaschen. Nun wurde die Membran zunächst 

mit einem in TBS-T verdünnten Primärantikörper versetzt und über Nacht bei 4°C auf einem 

Stuart® Roller mixer SRT9 inkubiert. Dieser Arbeitsschritt konnte alternativ auch für 3 Stun-

den bei Raumtemperatur durchgeführt werden. Der Antikörper bindet dabei im Idealfall selek-

tiv das zu untersuchende Protein sowie seine Fragmente. Als Nächstes wurde der ebenfalls in 

TBS-T verdünnte Sekundärantikörper für 30 min zugegeben. Dieser mit einer Meerrettich-

Peroxidase konjugierte Antikörper bindet speziesspezifisch an den zuvor verwendeten Primär-

antikörper. Die Reste ungebundener Antikörper wurden nach der jeweiligen Inkubation mit je 

zwei 10-minütigen Waschschritten durch TBS-T entfernt. Die Membran wurde nun für 1 min 

mit 1 mL AmershamTM ECLTM Westernblot Detektionsreagenz oder dem leistungsstärkeren 

SignalFireTM Plus ECL Detektionsreagenz behandelt, welche zusammen mit der Meerrettich-

Peroxidase die Bildung von Luminol aus Phthalsäure katalysieren. Die bei dieser Reaktion 

durch Chemilumineszenz emittierten Lichtquanten von 425 nm Wellenlänge konnten dann mit 

Hilfe des AmershamTM ECLTM HyperfilmTM detektiert werden. Dazu wurde die Membran mit 

Toppits® Frischhaltefolie umgeben und in einer Kodak® BioMax® Filmkassette befestigt. Auf-

grund der Sensitivität des Films gegenüber grünen und blauen Anteilen des sichtbaren Lichts 

fanden die anschließenden Arbeitsschritte im Dunklen unter Rotlicht statt. Der zuvor zuge-

schnittene Film wurde zunächst auf die Membran gelegt und die Kassette geschlossen. Die 

Dauer dieser Inkubation richtete sich nach der Art und voraussichtlichen Menge des zu ana-

lysierenden Proteins in der Probe. Die Visualisierung von Proteinbanden auf dem Film erfolg-

te durch dessen Kontakt mit einer Entwicklerlösung, während die Fixierlösung eine Lichtun-

empfindlichkeit erzielte. Beide Reagenzien wurden nach ihrer Verwendung mit Wasser abge-

waschen. 

Eine abschließende indirekte Quantifizierung der Proteinmenge erfolgte durch den Einsatz ei-

nes GS-800TM kalibrierten Densitometers und der Quantity One® 1-D Analysesoftware, basie-

rend auf Ausdehnung und Schwarzwert der Proteinbanden. 

 

E.2.3.4 Zymographie 
Eine wichtige Methode zur semiquantitativen Erfassung von Proteasen ist die Zymographie, 

die auf dem Nachweis von Proteinen mit proteolytischer Aktivität in einem proteinhaltigen Sub-

stratgel basiert. Für den zymographischen Nachweis von Gelatine-spaltenden Proteasen wurden 

Fertiggele vom Typ Novex® 10% Zymogramm (Gelatin) Protein Gel mit 10% Tris-Glycin und 
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0,1% Gelatine verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgt bei der 

Zymographie stets unter nicht-denaturierenden Bedingungen, um die enzymatische Aktivität 

zu erhalten und so einen anschließenden Nachweis von Gelatinasen, wie etwa MMP-2 und 

MMP-9, anhand des Abbaus der im Gel enthaltenen Gelatine zu ermöglichen. 

Zunächst erfolgte eine Zugabe von 10 µL Probenpuffer [4x] zu 30 µL Probenvolumen. Das im 

Puffer enthaltene SDS führte zur reversiblen Auflösung der Proteinfaltung und erlaubte eine 

Auftrennung nach relativer Molekülmasse. Anschließend wurde das Gelatinegel in eine XCell 

SureLockTM Minizelle mit 700 mL vorgekühltem Laufpuffer eingebracht und die Geltaschen 

mit den zuvor behandelten Proben befüllt. Nach dem elektrophoretischen Trennvorgang, der 

bei 300 V und 40 mA für 70 min erfolgte, wurde das Gel aus der umgebenden Kunststoffhülle 

entnommen und für alle nachfolgenden Arbeitsschritte auf einem Polymax 1040-Taumelschütt-

ler platziert. Es folgte eine zweimalige, 15-minütige Gelinkubation in jeweils 50 mL Novex® 

Zymogramm Renaturierungspuffer. Dieser bewirkt, dass das im Polyacrylamidgel enthaltene 

SDS ausgewaschen wird, so dass die im Gel befindlichen Proteine wieder ihre ursprüngliche 

Faltung einnehmen und gegebenenfalls proteolytische Aktivität entwickeln können. Dabei 

kommt es zur artifiziellen Aktivierung von zuvor in der Probe inaktiv vorliegenden Proenzym-

formen, was auch deren Nachweis ermöglicht. Das Gel wurde dann zweimal in jeweils 50 mL 

Novex® Zymogramm Entwicklungspuffer inkubiert: zunächst für 15 min bei Raumtemperatur 

und dann über Nacht bei 37°C in einer UNIHOODTM 550. Der unter diesen Bedingungen be-

günstigte lokale Abbau von Gelatine konnte nachfolgend durch eine Coomassie-Färbung in-

direkt sichtbar gemacht werden. Nach 90-minütiger Inkubation mit 50 mL Färbelösung war 

intakte Gelatine dunkelblau gefärbt, während sich Stellen gelatinolytischer Aktivität trans-

parent darstellten. Als Referenz wurde in jedem Gel eine Probe mit konditioniertem Medi- 

um von PMA-stimulierten HT1080-Zellen mitgeführt. Dieses enthält proMMP-9 (94 kDa), 

proMMP-2 (72 kDa) und MMP-2 (66 kDa) und erlaubt über einen Co-Migrationsvergleich 

Rückschlüsse auf die Präsenz dieser oder anderer Gelatinasen in den Proben. Um das gefärbte 

Gel für längere Zeit haltbar zu machen, wurde es nach 30 min in 50 mL Konservierungslösung 

zwischen zwei Cellophanfolien getrocknet. Dies geschah über Nacht mit Hilfe eines Geltrock-

nungsrahmens bei 37°C. 

Die Quantifizierung der Gelatinasebanden im Zymogramm erfolgte nach dem Scan des Gels 

im kalibrierten GS-800TM Densitometer in invertierter Darstellung, da die Quantity One® 1-D 

Analysesoftware lediglich Schwarzwerte analysieren kann. 
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E.2.3.5 Co-Immunopräzipitation 
Die Klärung der Frage, ob ein bestimmtes Protein mit einem anderen Protein interagiert und 

Komplexe ausbildet, erfolgte durch Co-IP unter Verwendung des Dynabeads® Protein G Kit 

für Immunopräzipitation. Dazu wurden die Bindungspartner gemeinsam in Lösung gebracht, 

nachfolgend mit Antikörpern gegen das eine Protein extrahiert (präzipitiert) und eine Komplex-

bildung durch Antikörper gegen das andere Protein im Westernblot nachgewiesen. Durch den 

Gebrauch zweier unterschiedlicher Antikörper wird geprüft, ob bis zur Detektion eine stabile 

Interaktion vorliegt. Dafür wurde ein auf die jeweiligen Proteine abgestimmtes Protokoll eta-

bliert, von dem lediglich der Ablauf, nicht aber die Parameter übertragbar sind. Die nachfolgen-

den Angaben beziehen sich auf eine Co-IP von DKK1 und RECK. 

Zunächst erfolgte eine 3-stündige Koinkubation von jeweils 200 ng der beiden rekombinant 

hergestellten, humanen Varianten von DKK1 und RECK im Thermomixer comfort bei 4°C mit 

1.000 rpm. Diese Bedingungen sollten eine mögliche Heterodimerisierung der beteiligten 

Proteine begünstigen. Parallel wurden 200 µL einer Lösung aus DPBS-T und 10 µg Anti-

DKK1-Antikörpern hergestellt. Die Zugabe von 1,25 mg Dynabeads® und eine anschließende 

10-minütige Inkubation bei 1.000 rpm koppelte die Antikörper an die beads. Durch einen 

DynaMagTM-Spin Magnet konnten die magnetischen beads dann aus der Antikörperlösung ent-

fernt und mit 200 µL DPBS-T gewaschen werden. Nach der Aufnahme in 40 µL DKK1/RECK-

Lösung wurden die beads für 3 Stunden bei 4°C mit 1.000 rpm inkubiert. An RECK gebundenes 

DKK1 sollte dabei mit Hilfe der Anti-DKK1-Antikörper aus der Lösung gezogen werden. Dem 

Entfernen der Lösung folgte ein dreimaliges Waschen der beads mit jeweils 200 µL DPBS-T 

auf Eis. Ein zusätzlicher Waschschritt erfolgte durch die Zugabe von 100 µL Waschpuffer in 

Kombination mit einem Reaktionsgefäßwechsel. Diese beiden Maßnahmen stellten die Abwe-

senheit ungebundener Proteine sicher und verhinderten somit falsch positive Signale bei der 

Detektion. Um die Proteine von den beads zu lösen, wurden diese in 20 µL Elutionspuffer 

resuspendiert und für 2 min bei 1.000 rpm inkubiert. Nach der Trennung der beads vom Eluat 

konnte letzteres abgenommen und durch einen Westernblot (siehe Kapitel E.2.3.3) weiter ana-

lysiert werden. Dies geschah auch mit der Positiv- (rekombinantes RECK) und den Negativ-

kontrollen (ohne Anti-DKK1-Antikörper oder ohne einen der beiden Bindungspartner) sowie 

den Überständen mit ungebundenen Proteinen. 

 

E.2.4 Durchführung und statistische Datenanalyse 
Die statistischen Daten stammen jeweils aus einem repräsentativen von insgesamt mindestens 

drei identisch durchgeführten Experimenten (n ≥ 3) und wurden mit der Software SPSS 
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Statistics 20.0 ausgewertet. Für die Beurteilung der Varianzhomogenität wurde dabei der 

Levene-Test verwendet. Vergleiche zwischen zwei Gruppen erfolgten mit einem Zweistich-

proben-t-Test, der, falls nötig, mit einer Welch-Korrektur kombiniert wurde. Bei drei oder mehr 

Gruppen wurde, je nach Homogenität der Varianz, entweder eine einfaktorielle ANOVA mit 

nachfolgendem Bonferroni Post-hoc-Test oder ein Brown-Forsythe-Test mit nachfolgendem 

Games-Howell Post-hoc-Test durchgeführt. Für die Datenanalyse des Scratch-Assays wurde 

eine zweifaktorielle ANOVA mit nachfolgendem Bonferroni Post-hoc-Test verwendet. Ein 

zweiseitiger Wahrscheinlichkeitswert von weniger als 0,05 wurde als statistisch signifikant 

betrachtet. 
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F Ergebnisse 
F.1 Knockdown von RECK in hMSCs 
Zu Beginn der Arbeiten war unklar, in welchem Umfang hMSCs RECK exprimieren. Analy-

sen mittels qRT-PCR und Westernblot zeigten eine konstitutive, signifikante Transkription und 

Biosynthese von RECK in Kontrollzellen (Abb. 12a, b). 

Nachfolgend sollte der Einfluss dieser endogenen RECK-Expression auf wichtige physiologi-

sche Eigenschaften von hMSCs wie Wachstum, Beweglichkeit und Differenzierung untersucht 

werden. Hierzu war vorgesehen, die Translation von RECK mit Hilfe der RNAi gezielt zu 

blockieren. Der Entwurf zweier verschiedener siRNA Oligonukleotide S1 und S2, die spezi-

fisch gegen humane RECK-mRNA gerichtet sind, erfolgte gemäß der Richtlinien von Reynolds 

et al. [202]. Sowohl S1 als auch S2 führten nach der Transfektion zu einer erheblichen Reduk-

tion von RECK-mRNA zwischen Tag 1 und Tag 10 im Vergleich zu Zellen, die mit unspezifi-

scher Kontroll-siRNA transfiziert waren (Abb. 12a). Als Folge nahm im Zeitraum von 3-14 Ta-

gen nach der Transfektion auch die Proteinmenge von RECK drastisch ab (Abb. 12b). 

 

 
Abb. 12 Knockdown von RECK in hMSCs. Die Zellen wurden zunächst mit unspezifischer Kon-
 troll-siRNA (NC) oder gegen RECK-mRNA gerichteter siRNA (S1, S2) transfiziert. (a) Die 
 Bestimmung der relativen mRNA-Expression von RECK erfolgte mittels qRT-PCR. Alle 
 Werte wurden auf GAPDH-mRNA normalisiert. (b) Der Proteinnachweis von RECK erfolgte 
 in Zelllysaten per Westernblot, wobei β-Aktin als Ladungskontrolle fungierte. Die Resultate 
 der Densitometrie sind in densitometric units (DU) angegeben, alle Werte von NC-Zellen be-
 tragen dabei 100%. Alle vorliegenden Daten zeigen entweder (b) Einzelwerte oder (a) den 
 Mittelwert ± SD dreier unabhängiger Messungen. **P < 0,01; ***P < 0,001 

 

Auffällig war, dass S2 eine im gesamten Zeitraum wesentlich effizientere Reduktion der Bio-

synthese von RECK erzielte als S1. Während die Expression von RECK in S2-transfizierten 

- 
- 
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hMSCs konstant auf 17-25% Transkription und 12-14% Translation reduziert wurde, erhöhte 

sich in S1-transfizierten hMSCs die Transkription von 24 auf 50% und die Translation von 13 

auf 44%. Der effizientere Hemmeffekt von S2 ist wahrscheinlich auf die speziellen Modifika-

tionen dieses Oligonukleotids zurückzuführen, etwa dem Vorhandensein eines RNAi-cap®, 

welches aus fünf GC-bp besteht (Abb. 13). 

 

 
Abb. 13 Schematische Darstellung der beiden RECK-spezifischen siRNAs S1 und S2. Im Gegen-
 satz zu S1 besitzt S2 ein RNAi-cap® und weist keine 3'-Nukleotidüberhänge am Ende des 
 Sense-Stranges und dem Beginn des Antisense-Stranges auf. 

 

Diese GC-Basenklammer am 3'-Ende des Sense-Stranges erhöht nachweislich die Stabilität der 

Nukleinsäure [203] und gewährleistet zudem weniger unspezifische Bindungen [204]. Auf-

grund der erzielten Resultate wurde in allen nachfolgenden RECK-Knockdown-Experimenten 

dieser Arbeit die siRNA S2 verwendet. 

 

F.2 Einfluss von RECK auf das Wachstum von hMSCs 
Zunächst wurde untersucht, ob die konstitutive Expression von RECK in hMSCs Einfluss auf 

wachstumsassoziierte Zellfunktionen hat. Dafür wurden die Zellteilungsrate und die metaboli-

sche Aktivität von RECK-exprimierenden und RECK-defizienten Zellen analysiert. 

 

Abb. 14 Einfluss von RECK auf das 
 Wachstum von hMSCs. Die Zel-
 len wurden zunächst mit unspezi-
 fischer Kontroll-siRNA (NC) oder 
 gegen RECK-mRNA gerichteter 
 siRNA (KD) transfiziert. Die Quan-
 tifizierung der Zellproliferation er-
 folgte durch den CyQUANT® Zell-
 proliferationsassay (a), die Analyse 
 der Zellvitalität hingegen mit Hilfe 

 des WST-8 Zellvitalitätsassays (b). 
Die relativen Werte beziehen sich auf die NC-Population, welche mit 100% angegeben ist. Alle vorlie-
genden Daten zeigen den Mittelwert ± SD dreier unabhängiger Messungen. 
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Dies geschah unter Verwendung eines Zellproliferationsassays und durch Bestimmung der 

mitochondrialen Dehydrogenaseaktivität mit Hilfe eines Zellvitalitätsassays. Die Ergebnisse 

dieser Analysen zeigten übereinstimmend, dass sich in 7-tägiger Abwesenheit von endogen ge-

bildetem RECK keine signifikanten Änderungen der Zellproliferation (Abb. 14a) und der Zell-

vitalität (Abb. 14b) in hMSCs nachweisen lassen. Dabei liegen die Unterschiede aller ermittel-

ten Wertepaare bei maximal 17%. Folglich hat RECK keinen erkennbaren Einfluss auf das 

Wachstum dieser Zellen. 

 

F.3 Einfluss von RECK auf die Beweglichkeit von hMSCs 
F.3.1 Effekte von RECK auf die Invasion und MMP-/TIMP-Expression 
F.3.1.1 Invasionspotential 
Während RECK als Inhibitor der Invasion von Tumorzellen gut untersucht ist, konnte über 

seine Rolle in nicht-malignen Zellen bisher nur sehr wenig in Erfahrung gebracht werden. Um 

dies näher zu untersuchen, wurden hMSCs mit und ohne RECK-Knockdown hinsichtlich ihrer 

Fähigkeit zur Invasion, also der gerichteten Migration durch eine Barriere aus EZM, analysiert. 

Dies erfolgte unter Verwendung eines Transwellassays mit EZM-beschichteten Inserts und 

HuS als Lockstoff. Für die Untersuchung einer möglichen Abhängigkeit der Invasion von sti-

mulierenden Agenzien wurden die Zellen fakultativ mit TNF-α versetzt. Die Auswertung der 

Resultate ergab, dass RECK-Knockdown-Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen eine leicht er-

höhte Invasionsrate aufweisen. Die Zunahmen in Ab- (+15%) und Anwesenheit (+12%) von 

TNF-α fallen jedoch nicht signifikant aus (Abb. 15). Daraus ist zu schließen, dass die konstituti-

ve RECK-Expression in hMSCs unter den getesteten Bedingungen keinen wesentlichen Ein-

fluss auf das Invasionsverhalten der Zellen hat. 

 

Abb. 15 Invasionspotential von hMSCs in einem Transwellassay. 
 Die Zellen wurden nach der Transfektion mit unspezifischer 
 Kontroll-siRNA (NC) oder gegen RECK-mRNA gerichteter 
 siRNA (KD) zunächst für 24 Stunden kultiviert. Die Inku-
 bation von hMSCs auf der mit humaner EZM beschichte- 
 ten Polykarbonatmembran erfolgte dann über einen Zeitraum 
 von 2 Tagen. Teilweise wurden im oberen Kompartiment  
 2 ng TNF-α als stimulierendes Agens verwendet. Im darunter 
 liegenden Kompartiment dienten stets 10% HuS als Lock-
 stoff. Die Quantifizierung der relativen Anzahl transmigrier-
 ter hMSCs erfolgte nach Zellfärbung durch Phasenkontrast-

 mikroskopie und bezieht sich auf die NC-Population, welche 
mit 100% angegeben ist. Alle vorliegenden Daten zeigen den Mittelwert ± SD dreier unabhängiger 
Messungen. 
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F.3.1.2 Expression von MMPs und TIMPs 
In Tumorzellen reguliert RECK die Biosynthese oder Aktivität bestimmter MMPs und hemmt 

so deren Migrationsverhalten. Da in hMSCs hierüber wenig bekannt ist, wurde die Transkrip-

tion und Translation ausgewählter MMPs und TIMPs in RECK-exprimierenden und RECK-

defizienten hMSCs auf mRNA- und Proteinebene über einen Zeitraum von 7 Tagen analysiert. 

Dabei lag die Biosyntheserate von MMP-9 unterhalb der Nachweisgrenze (Daten nicht gezeigt). 

 

 
Abb. 16 MMP- und TIMP-Expression in hMSCs. Die Zellen wurden zunächst mit unspezifischer 
 Kontroll- (NC) oder gegen RECK-mRNA gerichtete siRNA (KD) transfiziert. Die Be-
 stimmung der relativen mRNA-Expression von MMP-2 (a), MT1-MMP (b), TIMP-1 (c), 
 TIMP-2 (d) und TIMP-3 (e) erfolgte mittels qRT-PCR. Alle Werte wurden auf GAPDH-
 mRNA normalisiert. Der Proteinnachweis von MMP-2 (a), TIMP-1 (c), TIMP-2 (d) und 
 TIMP-3 (e) erfolgte in Kulturüberständen gleichen Gesamtproteingehalts nach 7 Tagen Kulti-
 vierung mittels Zymographie (MMP-2) oder Westernblot (TIMP-1, TIMP-2 und TIMP-3). Der 
 Nachweis von MT1-MMP (b) wurde am Tag 7 in Zelllysaten per Westernblot durchgeführt, 
 wobei β-Aktin als Ladungskontrolle fungierte. Die Resultate der Densitometrie sind in densi-
 tometric units (DU) angegeben, alle Werte von NC-Zellen betragen dabei 100%. Alle vorlie-
 genden Daten zeigen bei Zymographie und Westernblot Einzelwerte, bei der qRT-PCR hinge-
 gen den Mittelwert ± SD dreier unabhängiger Messungen. **P < 0,01 

 

- - 

- - - 
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Hinsichtlich der Transkription und Translation von MMP-2, MT1-MMP und TIMP-1 wiesen 

RECK-defiziente hMSCs im Vergleich zu hMSCs mit basaler RECK-Expression keine sig-

nifikanten Veränderungen auf (Abb. 16a-c). Dahingegen wiesen RECK-defiziente Zellen eine 

verstärkte Transkription und Translation von TIMP-2 und TIMP-3 gegenüber Zellen mit ba-

saler RECK-Expression auf: Die mRNA-Level von TIMP-2 (+88%) und TIMP-3 (+96%) nah-

men nach 3 Tagen signifikant zu, was nach 7 Tagen zu einer Erhöhung der Proteinlevel von 

TIMP-2 (+39%) und TIMP-3 (+38%) führte (Abb. 16d, e). Diese Ergebnisse zeigen, dass die 

endogene Expression von RECK die Biosynthese von TIMP-2 und TIMP-3 in hMSCs blo-

ckiert, ohne die Expression von MMP-2, MMP-9, MT1-MMP und TIMP-1 zu beeinflussen. 

 

F.3.2 Effekte von RECK auf die hMSC-Migration 
F.3.2.1 Wundheilungspotential 
HMSCs bewegen sich nicht nur durch Migrationsbarrieren hindurch sondern auch an ihnen 

entlang, wofür unterschiedliche Signalwege und Schlüsselproteine erforderlich sind. Im soge-

nannten Scratch- oder Wundheilungsassay wird das Vermögen konfluenter Zellschichten unter-

sucht, nach Anlegen einer Furche („Verletzung“) diese durch Migration und Proliferation wie-

der zu schließen. Hierbei bewegen sich die Zellen vom Rand der Wundfurche in den zellfreien 

Raum, um die Integrität des Zellverbunds wiederherzustellen. 

 

 
Abb. 17 Wundheilung durch hMSCs in einem Scratch-Assay. Die Zellen wurden nach der 
 Transfektion mit unspezifischer Kontroll-siRNA (NC) oder gegen RECK-mRNA gerichteter 
 siRNA (KD) zunächst für 7 Tage kultiviert. Dem Anlegen einer Furche in den konfluenten 
 Zellschichten folgte die fotographische Dokumentation zellbedeckter Flächen zu Versuchsbe- 
 ginn (Tag 0) sowie am Tag 1, 2 und 3 über ein Phasenkontrastmikroskop. Im Anschluss an die 
 digitale Invertierung der entstandenen Bilddateien wurden von hMSCs bedeckte sowie unbe-
 deckte Flächen densitometrisch quantifiziert und als Wundheilungsrate grafisch dargestellt. 
 Die Maßstabsleisten entsprechen jeweils einer Distanz von 500 µm. Alle vorliegenden Daten 
 zeigen bei Mikroskopie und digitaler Invertierung Einzelaufnahmen, bei der Wundheilung 
 hingegen den Mittelwert ± SD dreier unabhängiger Messungen. ***P < 0,001 
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Sie orientieren sich dabei nicht nur am Vorhandensein von Zell-Zell-Kontakten, sondern auch 

an Faktoren, die aus zerstörten Zellen freigesetzt wurden. Die mit hMSCs erzielten Resultate 

zeigten, dass RECK-Knockdown-Zellen die Wundfurche deutlich schneller schließen konnten 

als Kontrollzellen. Der signifikante Unterschied der beiden Wundheilungsraten betrug im ana-

lysierten 3-Tages-Zeitraum 9-12% (Abb. 17). Dies lässt darauf schließen, dass die endogene 

RECK-Expression das chemotaktische Migrationsverhalten von hMSCs unter Wundheilungs-

bedingungen negativ beeinflusst. 

 

F.3.2.2 Adhäsionspotential 
Für die Migration von hMSCs sind nicht nur die bereits in Kapitel F.3.1.2 untersuchten MMPs 

und TIMPs entscheidend. In Abwesenheit von Migrationsbarrieren kommt vor allem der Adhä-

sionsfähigkeit der Zellen eine große Bedeutung zu. Ohne einen optimalen Kontakt mit den sie 

umgebenden Strukturen fehlt es den hMSCs an Übertragungsmöglichkeiten für ihre Bewe-

gungsenergie, was eine schnelle und zielgenaue Fortbewegung beeinträchtigt. Daher wurde der 

Einfluss einer endogenen Expression von RECK auf die Fähigkeit dieser Zellen untersucht, an 

einer für hMSCs optimierten Kultivierungsoberfläche aus Plastik zu adhärieren. Es zeigte sich, 

dass RECK-defiziente Zellen ein signifikant höheres Adhäsionspotential aufwiesen als Zellen 

mit basaler RECK-Expression. Bis zum Erreichen der Konfluenz fiel die Adhäsion über ei- 

nen Zeitraum von 3 Stunden 22-27% effizienter aus (Abb. 18). Es ist somit anzunehmen, dass 

RECK unter den getesteten Bedingungen eine inhibierende Wirkung auf das Adhäsionspoten-

tial von hMSCs hat. 

 

Abb. 18 Adhäsionspotential von hMSCs in ei-
 nem Adhäsionsassay. Die Zellen wurden 
 nach der Transfektion mit unspezifischer 
 Kontroll-siRNA (NC) oder gegen RECK-
 mRNA gerichteter siRNA (KD) zunächst 
 für 3 Tage kultiviert. Nach ihrer Trypsinie-
 rung und dem Transfer auf eine NuncTM 
 Zellkulturplatte erfolgte nach unterschiedli-
 chen Inkubationszeiten das Entfernen nicht-
 adhärenter hMSCs durch das Waschen der 
 Kultivierungsoberflächen mit DPBS. Für 

 eine nachfolgende Quantifizierung adhä-
renter hMSCs durch Phasenkontrastmikroskopie wurden repräsentative Beobachtungsfelder ausgezählt. 
Die relative Zellzahl bezieht sich dabei auf die KD-Population nach 3 Stunden, welche die höchstmög-
liche Konfluenz im Versuchsansatz aufweist und folglich mit 100% angegeben ist. Alle vorliegenden 
Daten zeigen den Mittelwert ± SD dreier unabhängiger Messungen. ***P < 0,001 
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F.3.2.3 Chemotaktisches und migratorisches Potential 
F.3.2.3.1 Etablierung des µ-Slide Chemotaxis3D-Assays 
Für die Verwendung von hMSCs in einem µ-Slide Chemotaxis3D zum Zweck einer Migrations-

analyse war es notwendig, das vom Hersteller ausgegebene Versuchsprotokoll an die vorliegen-

den Bedingungen anzupassen. 

Zunächst wurde auf Kollagen I in der Migrationslösung verzichtet, da eine Migrationsbarriere 

nicht erforderlich war. Zudem wäre es den Zellen bei Einschluss in ein Biopolymer nicht mög-

lich, an den Boden des Observationskanals zu adhärieren. Auf den daraus resultierenden per-

manent sphäroiden Zustand würden hMSCs mit Apoptose reagieren, wodurch eine korrekte 

Durchführung des Assays verhindert worden wäre. Da sich die Migrationslösung allerdings 

ohne den Einsatz einer Biomatrix nicht verfestigt, werden im Observationskanal befindliche 

Zellen durch mechanische Einwirkung von außen sehr leicht in die beiden Reservoirs getragen. 

Um dies zu vermeiden, musste der µ-Slide bis zur Adhäsion der hMSCs beim Befüllen, Ver-

schließen und der nachfolgenden Inkubation mit äußerster Vorsicht behandelt werden. 

Um adhärente, subkonfluente hMSCs für eine Verwendung im µ-Slide vorsichtig abzulösen 

und zu vereinzeln, wurden vier verschiedene Methoden getestet: Bei Verwendung von Accu-

taseTM oder EDTA [1-5 mM] in DPBS war die Ausbeute geeigneter Einzelzellen zu gering.  

Das Ablösen der hMSCs anhand eines Zellschabers mit 2-Positionen-Klinge (siehe Kapitel 

E.2.2.3.1 und E.2.2.3.2) setzte die Zellen wohl einem zu hohen mechanischen Stress aus, so 

dass sich diese nicht am Boden des Observationskanals festsetzten. Die besten Ergebnisse 

hinsichtlich Ausbeute und nachfolgender Adhäsion der hMSCs im Assay wurden mit einer 

Trypsin/EDTA-Lösung erzielt, welche bereits bei der Zellexpandierung zur Anwendung kam 

(siehe Kapitel E.2.1.1). 

 

 
Abb. 19 Auswirkung der Trypsinierung von hMSCs auf die RECK-Expression. Unmittelbar nach 
 Trypsinierung (Tag 0) und 3 Tage danach wurden die Zellen mittels Phasenkontrastmikrosko-
 pie untersucht (a) und RECK in Zelllysaten per Westernblot detektiert (b). Die Maßstabsleis-
 ten entsprechen jeweils einer Distanz von 250 µm. Alle relativen Molekülmassen sind in Kilo-
 dalton (kDa) angegeben. 
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Da es sich bei RECK um ein Zelloberflächenprotein handelt, wurde überprüft, ob das Pro- 

tein durch die enzymatische Aktivität von Trypsin möglicherweise gespalten wird. Tatsäch- 

lich zeigte eine Westernblot-Analyse der Zellextrakte trypsinierter hMSCs einen Abbau von 

RECK in den Suspensionszellen. Allerdings waren die Zellen 3 Tage später adhärent und ver-

fügten wieder über normale Mengen an zellassoziiertem RECK, offenbar durch erneute Biosyn-

these (Abb. 19). Aus diesem Grund wurde der µ-Slide Chemotaxis3D-Assay grundsätzlich erst 

nach einer mindestens 3-tägigen Kultivierung der hMSCs im Observationskanal gestartet. 

 

F.3.2.3.2 Migrationsanalyse 
Die zuvor im Scratch-Assay (siehe Kapitel F.3.2.1) festgestellte negative Wirkung von  

RECK auf die hMSC-Migration sollte nun im µ-Slide Chemotaxis3D-Assay überprüft werden. 

Der wesentliche Vorteil dieser Methode ist, dass sie detaillierte Daten zum chemotaktischen 

und migratorischen Potential auf Einzelzellebene liefert. Die Untersuchung der Spontanmi-

gration von hMSCs in Abwesenheit von biochemischen Lockstoffen erbrachte eine zufäl- 

lig ausgerichtete Fortbewegung der Zellen im Hinblick auf ihre Bewegungsrichtung (Tab. 1; 

Abb. 20a, b). Dies wurde durch eine mathematische Auswertung unter Verwendung des Ray-

leigh-Tests bestätigt (Tab. 1). Innerhalb eines chemotaktischen Gradienten hingegen zeigten 

hMSCs eine gerichtete Bewegung, welche in RECK-Knockdown-Zellen unter Berücksichti-

gung der Migrationsdistanzen signifikant höher war als in Kontrollzellen. Dies äußerte sich in 

einem niedrigeren Wert im Rayleigh-Test (Tab. 1) sowie einer direkteren Bewegung (Tab. 1; 

Abb. 20a, b) und einem erhöhten FMI (Tab. 1). Darüber hinaus wiesen RECK-Knockdown-

hMSCs ein vergleichsweise hohes migratorisches Potential auf, was sich durch Zunahmen  

der Parameter COM (Tab. 1; Abb. 20a) sowie Migrationsdistanz (Tab. 1; Abb. 20a, b) und  

-geschwindigkeit (Tab. 1) zeigte. Zusammenfassend ist festzustellen, dass eine endogene Ex-

pression von RECK durch die Einschränkung des chemotaktischen und migratorischen Poten-

tials von hMSCs gerichtete Bewegungsabläufe dieser Zellen negativ moduliert. 

 

Tab. 1 Chemotaktische und migratorische Parameter des in Abb. 10 beschriebenen µ-Slide Chemo-
 taxis3D-Assays. Die Begriffsdefinitionen befinden sich im Methodenteil unter E.2.1.5.2. 

 

 
 



Ergebnisse│77 
 

 
Abb. 20 Migrationsanalyse von hMSCs in einem µ-Slide Chemotaxis3D-Assay. Die Zellen wurden 
 nach der Transfektion mit unspezifischer Kontroll-siRNA (NC) oder gegen RECK-mRNA ge-
 richteter siRNA (KD) zunächst für 4 Tage kultiviert und dann in einen µ-Slide transferiert. 
 Nach 4-tägiger Inkubation erfolgte in An- und Abwesenheit von HuS als Lockstoff eine Le-
 bendzellbeobachtung durch Phasenkontrastmikroskopie. Anhand von 72 Aufnahmen wur- 
 den über den Zeitraum von 24 Stunden die Wanderstrecken der hMSCs ermittelt (Manual 
 Tracking) und quantifiziert (Chemotaxis and Migration Tool 2.0). (a) Migrationsplots un-
 terschiedlich behandelter Zellen. (b) Repräsentative graphische Darstellung eines chemo-
 taktischen Parameters (Bewegungsrichtung) und eines migratorischen (Migrationsdistanz) 
 Parameters. Die Bewegungen zum HuS hin (rot) oder vom HuS weg (schwarz) sowie das 
 COM (cyan) sind farblich hervorgehoben. Alle vorliegenden Daten zeigen (a, b) Einzel- und 
 (b) Mittelwerte von unabhängigen Messungen an jeweils 30 unterschiedlichen Einzelzellen. 
 ***P < 0,001 
 

F.3.2.4 Transkription zellbeweglichkeitsassoziierter RNAs 
F.3.2.4.1 Biosynthese ausgewählter mRNAs 
Die Zellbeweglichkeit wird durch die Expression zahlreicher Gene gesteuert. Für eine umfas-

sende Analyse der Transkription von insgesamt 87 dafür relevanter mRNAs wurden Proben 

von RECK-exprimierenden und RECK-defizienten hMSCs in einem Human Cell Motility PCR 

Array untersucht. Die Ergebnisse dieser Studie ergaben signifikante Unterschiede in den Ex-

pressionsprofilen von RECK-defizienten Zellen gegenüber Zellen mit basaler RECK-Expres-

sion, wobei die Mehrzahl der betroffenen Gene (71) unter RECK-Mangel eine Herunterregula-

tion erfuhr (Abb. 21a). Vier dieser Gene, IGF1, MENA, N-WASP und VEGFA, werden offenbar 
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besonders stark von RECK beeinflusst. Anhand einer qRT-PCR konnte eine relative Ab- 

nahme der Transkriptionsraten von MENA (-25%), IGF1 (-35%) und VEGFA (-30%) in 

RECK-defizienten hMSCs bestätigt werden (Abb. 21b-d), allerdings erwies sich ausschließ-

lich die von IGF1 als statistisch signifikant (Abb. 21c). N-WASP zeigte dagegen durch seine 

nicht signifikante relative Transkriptionsabnahme von 8% eine vom Array abweichende Ten-

denz (Abb. 21e). 

 

Abb. 21 Biosynthese zellbeweglichkeits-
 assoziierter mRNAs in hMSCs. 
 Die Zellen wurden nach der 
 Transfektion mit unspezifischer 
 Kontroll-siRNA (NC) oder ge-
 gen RECK-mRNA gerichteter 
 siRNA (KD) zunächst für 4 Tage 
 kultiviert. (a) Die Bestimmung 
 der relativen mRNA-Expression 
 von 87 Migrationsgenen erfolg- 
 te durch einen RT2 ProfilerTM 
 PCR Array. Gene, die in KD-
 hMSCs hochreguliert sind (▲) 
 befinden sich oberhalb, herun-
 terregulierte Gene (▼) hingegen 
 unterhalb der 100%-Trennlinie, 
 welche die jeweiligen Werte von 
 NC-Zellen repräsentiert. MENA, 
 IGF1, VEGFA und N-WASP  
 sind rot hervorgehoben. Die re-
 lativen mRNA-Expressionen von 
 MENA (b), IGF1 (c), VEGFA (d) 
 und N-WASP (e) wurden mit- 
 tels qRT-PCR bestimmt. Die Nor-
 malisierung aller Werte erfolgte 
 auf (a) das geometrische Mittel 
 der mRNAs von β-Aktin, B2M, 
 GAPDH, HPRT1 und RPLP0 so-
 wie (b-e) GAPDH-mRNA. Alle 
 vorliegenden Daten zeigen entwe-
 der (a) Einzelwerte oder (b-e) den 
 Mittelwert ± SD dreier unabhäng-

 iger Messungen. *P < 0,05 
 

In nachfolgenden Westernblots konnte IGF1 aufgrund seiner äußerst schwachen Expression 

weder in Zelllysaten unstimulierter, noch mit Wnt3a behandelter hMSCs detektiert werden (Da-

ten nicht gezeigt). Dies lässt den Schluss zu, dass RECK einen positiven Einfluss auf die Trans-

kription von IGF1 hat, der sich jedoch nicht auf dessen Translation niederschlägt. Andere im 

Array untersuchte mRNAs wurden aufgrund der geringen Effekte nicht weiter analysiert. 
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F.3.2.4.2 Biosynthese ausgewählter miRNAs 
Die mRNA eines zellbeweglichkeitsassoziierten Gens kann auch durch spezifische miRNA-

Bindung an der Translation gehindert werden. Sollte die Expression einer oder mehrerer dieser 

miRNAs in hMSCs abhängig von RECK sein, wäre die Möglichkeit einer indirekten Migra-

tionsregulation gegeben. Dazu erfolgte eine Quantifizierung von let-7f, miR-124, miR-126-3p, 

miR-126-5p und miR-335 in hMSCs mit und ohne RECK-Knockdown. Im Vergleich zu den 

Kontrollzellen nahmen in RECK-Knockdown-Zellen die miRNA-Expressionen um bis zu 15% 

ab, ohne allerdings jeweils signifikant auszufallen (Abb. 22). Die Biosyntheserate von miR-124 

lag hingegen unterhalb der Nachweisgrenze (Daten nicht gezeigt). Diese erzielten Resultate le-

gen somit nahe, dass die basale Biosynthese der analysierten miRNAs in hMSCs offenbar nicht 

unter dem Einfluss von RECK steht. 

 

Abb. 22 Biosynthese zellbeweglichkeitsasso-
 ziierter miRNAs in hMSCs. Die 
 Zellen wurden nach der Transfektion 
 zunächst mit unspezifischer Kontroll-
 siRNA (NC) oder gegen RECK-
 mRNA gerichteter siRNA (KD) für  
 3 Tage kultiviert. Die Bestimmung  
 der relativen miRNA-Expression von 
 let-7f, miR-335, miR-126-3p und  
 miR-126-5p erfolgte mittels qRT-
 PCR. Alle Werte wurden auf 
 SNORD44 normalisiert. Alle vorlie-
 genden Daten zeigen den Mittelwert 
 ± SD dreier unabhängiger Messungen. 

 

 

 

 

 

 

F.4 Rolle von RECK bei der Differenzierung von hMSCs 
F.4.1 Abhängigkeit der Differenzierung von der RECK-Expression 
Neben Wachstum und Migration repräsentiert die Differenzierung eine wichtige physiologische 

Eigenschaft von hMSCs. Daher wurde untersucht, ob endogenes RECK die Fähigkeit dieser 

Zellen, in Fett- und Knochenzellen zu differenzieren, beeinflusst. Adipogen ausdifferenzierte 

hMSCs weisen eine hohe Expression adipogener Differenzierungsmarker wie PPARγ auf. 

Zudem enthalten Adipozyten Lipidvakuolen, welche durch den Zellfarbstoff Oil Red O 
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quantifiziert werden können. Osteogen ausdifferenzierte hMSCs bilden große Mengen osteoge-

ner Differenzierungsmarker wie ALP. Ferner zeichnen sich Osteozyten durch Kalziumeinlage-

rungen in ihre EZM aus, deren Menge nach einer Färbung mit Alizarin Red S bestimmt werden 

kann. Vergleichende Analysen in RECK-exprimierenden und RECK-defizienten hMSCs zeig-

ten, dass ein RECK-Mangel während der Inkubation in adipogenem Differenzierungsmedium 

eine um 68% verstärkte Transkription von PPARγ zur Folge hatte, während bei osteogener Dif-

ferenzierung 27% weniger ALP-mRNA vorhanden war (Abb. 23a). Zu diesem Resultat pass-

ten die Daten der mikroskopischen Analyse gefärbter Zellschichten von adipogen und osteo-

gen differenzierten hMSCs: Während in Adipozyten mit reduzierter Biosynthese von RECK 

nach der Oil Red O-Färbung mehr Lipidvakuolen sichtbar waren, zeigten Osteozyten mit einge-

schränkter RECK-Expression nach der Alizarin Red S-Färbung weniger Kalziumeinlagerungen 

in ihre EZM (Abb. 23b). Eine nachfolgende Quantifizierung der aus den gefärbten Zellen che-

misch eluierten Farbstoffe bestätigte ebenfalls die Ergebnisse der Mikroskopie: In Abwesenheit 

von RECK nahmen Adipozyten 18% mehr Oil Red O und Osteozyten 19% weniger Alizarin 

Red S auf (Abb. 23c). Diese durchgängig signifikanten Resultate zeigen, dass RECK im Zusam-

menspiel mit den jeweiligen Differenzierungsstimuli die Adipogenese von hMSCs hemmt und 

die Osteogenese dieser Zellen fördert. 

 

 
Abb. 23 Abhängigkeit der Differenzierung von der RECK-Expression. Die Zellen wurden nach der 
 Transfektion mit unspezifischer Kontroll-siRNA (NC) oder gegen RECK-mRNA gerichteter 
 siRNA (KD) zunächst in adipogenem oder osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert. 
 (a) Die Bestimmung der relativen mRNA-Expression von PPARγ und ALP erfolgte nach  
 10 Tagen mittels qRT-PCR. Alle Werte wurden auf GAPDH-mRNA normalisiert. Die Zell-
 färbung von Adipozyten mit Oil Red O sowie Osteozyten mit Alizarin Red S erfolgte nach  
 14 Tagen und wird hier durch repräsentative Aufnahmen gefärbter Zellschichten (b) und 
 Absorptionswerte der daraus eluierten Farbstoffe (c) dargestellt. Die Maßstabsleisten 
 entsprechen jeweils einer Distanz von 1 mm. Die vorliegenden Daten zeigen entweder  
 (b) Einzelaufnahmen oder (a, c) den Mittelwert ± SD dreier unabhängiger Messungen. 
 *P < 0,05; ***P < 0,001 
 

- 
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F.4.2 Abhängigkeit der RECK-Expression von der Differenzierung 
Bei einer Differenzierung erfahren Zellen grundlegende physiologische Veränderungen. Daher 

wurde der Einfluss adipogener und osteogener Differenzierung auf die Biosynthese von endo-

genem RECK analysiert. Die Ergebnisse zeigten auf mRNA- und Proteinebene übereinstim-

mend, dass die RECK-Expression von adipogen differenzierten hMSCs im Vergleich zu undif-

ferenzierten Zellen reduziert vorlag, während bei osteogener Differenzierung der hMSCs ver-

gleichsweise mehr RECK exprimiert wurde. Besonders deutlich traten die geschilderten Effekte 

nach 3 Tagen Differenzierung auf. Hier fiel die Transkription von RECK in Adipozyten 31% 

niedriger und in Osteozyten 32% höher aus als in undifferenzierten Zellen (Abb. 24a). Außer-

dem nahm die Translation von RECK in adipogen differenzierten hMSCs um 52% ab und in 

osteogen differenzierten hMSCs um 36% zu (Abb. 24b). Die Auswirkungen der Differenzie-

rung auf die Translation schwächten sich zwar bis zum Tag 14 ab, die signifikanten Transkrip-

tionsunterschiede blieben jedoch relativ konstant. Zusammenfassend ist festzustellen, dass die 

Adipogenese von hMSCs einen hemmenden und die Osteogenese dieser Zellen einen fördern-

den Einfluss auf die RECK-Expression ausübt. 

 

Abb. 24 Abhängigkeit der RECK-Expression 
 von der Differenzierung. Die Zel- 
 len wurden zunächst in Abwesen- 
 heit (con) oder Anwesenheit von 
 adipogenem (adipo) und osteoge- 
 nem (osteo) Differenzierungsmedium 
 kultiviert. (a) Die Bestimmung der re-
 lativen mRNA-Expression von RECK 
 erfolgte mittels qRT-PCR. Alle Wer- 
 te wurden auf GAPDH-mRNA nor-
 malisiert. (b) Der Proteinnachweis von 
 RECK wurde in Zelllysaten gleichen 
 Gesamtproteingehalts per Westernblot 
 durchgeführt. Die Resultate der Densito-
 metrie sind in densitometric units (DU) 
 angegeben, alle Werte von undifferen-
 zierten Zellen betragen dabei 100%. Die 

vorliegenden Daten zeigen entweder (b) Einzelwerte oder (a) den Mittelwert ± SD dreier unabhängiger 
Messungen. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 
 

F.4.3 RECK und der kanonische Wnt/β-Catenin-Signalweg 
F.4.3.1 Auswirkung von β-Catenin auf die Transkription von PPARγ 
Um einen möglichen Zusammenhang zwischen dem in hMSCs beobachteten Einfluss von 

RECK auf die adipogene Differenzierung (siehe Kapitel F.4.1) und dem kanonischen  

Wnt/β-Catenin-Signalweg herzustellen, sollte zunächst die bereits bekannte Hemmung der 

Biosynthese von PPARγ durch den Transkriptionsfaktor β-Catenin bestätigt werden. Dazu 

- 
- 
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wurde die β-Catenin-Expression mittels RNAi gezielt blockiert. Die Knockdown-Effizienz von 

β-Catenin lag nach 4 Tagen auf mRNA-Ebene bei 29% und auf Proteinebene bei 31% Expres-

sion (Abb. 25a, c). Dabei zeigte sich, dass β-Catenin-Knockdown-Zellen eine höhere Transkrip-

tion (+58%) und Translation (+50%) von PPARγ aufwiesen als Kontrollzellen (Abb. 25b, c). 

Diese signifikanten Resultate bestätigen, dass PPARγ ein negatives Zielgen der β-Catenin-

abhängigen Signaltransduktion in den im Rahmen dieser Arbeit verwendeten hMSCs darstellt. 

 

 
Abb. 25 Auswirkung von β-Catenin auf die Transkription von PPARγ. Die Zellen wurden nach 
 der Transfektion mit unspezifischer Kontroll-siRNA (NC) oder gegen β-Catenin-mRNA ge-
 richteter siRNA (KD) zunächst für 4 Tage kultiviert. Die Bestimmung der relativen mRNA-
 Expression von β-Catenin (a) und PPARγ (b) erfolgte mittels qRT-PCR. Alle Werte wurden 
 auf GAPDH-mRNA normalisiert. (c) Der Proteinnachweis von β-Catenin und PPARγ erfolgte 
 in Zelllysaten per Westernblot, wobei β-Aktin als Ladungskontrolle fungierte. Die Resultate 
 der Densitometrie sind in densitometric units (DU) angegeben, alle Werte von NC-Zellen be-
 tragen dabei 100%. Alle vorliegenden Daten zeigen entweder (c) Einzelwerte oder (a, b) den 
 Mittelwert ± SD dreier unabhängiger Messungen. **P < 0,01; ***P < 0,001 
 

F.4.3.2 Auswirkung von RECK auf Expression und Aktivität von β-Catenin 
Wie im vorausgehenden Kapitel gezeigt, hemmt die Aktivität von β-Catenin die adipogene Dif-

ferenzierung von hMSCs. Da sich die RECK-Expression auf ähnliche Weise auf die Adipoge-

nese dieser Zellen auswirkt (siehe Kapitel F.4.1), wäre es denkbar, dass endogenes RECK die 

Aktivität des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs reguliert. Bei der Überprüfung dieser 

Hypothese zeigte sich, dass RECK-defiziente Zellen eine bis zu 37% geringere Proteinmenge 

von β-Catenin aufwiesen als Zellen mit basaler RECK-Expression (Abb. 26a). Ferner wur- 

den hMSCs mit einem speziellen Reportersystem transfiziert, das nach Stimulierung der Zel- 

len mit Wnt3a über die Aktivierung β-Catenin-abhängiger TCF/LEF-Bindestellen im Plasmid 

zur Freisetzung quantifizierbarer Gaussia-Luziferase führt. So gelang der Nachweis, dass die  

β-Catenin-abhängige Promotoraktivität in RECK-defizienten hMSCs um signifikante 36% ge-

ringer war als in hMSCs mit basaler RECK-Expression (Abb. 26b). Diese Beobachtung wurde 

durch ebenfalls signifikant reduzierte Transkriptionsraten der positiven Wnt/β-Catenin-Ziel-

gene DKK1, AXIN2 und RUNX2 bestätigt. Gegenüber Zellen mit basaler RECK-Expression 

- - 
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nahm in RECK-defizienten Zellen die mRNA-Menge von DKK1 um 32%, von AXIN2 um 

22% und von RUNX2 um 28% ab (Abb. 26c). Die Ergebnisse legen nahe, dass RECK als positi-

ver Regulator des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs fungiert. 

 

 
Abb. 26 Auswirkung von RECK auf Expression und Aktivität von β-Catenin. Die Zellen wurden 
 nach der Transfektion mit unspezifischer Kontroll-siRNA (NC) oder gegen RECK-mRNA ge-
 richteter siRNA (KD) zunächst in (a) Ab- oder (b, c) Anwesenheit von murinem, rekombi-
 nanten Wnt3a kultiviert. (a) Der Proteinnachweis von β-Catenin erfolgte in Zelllysaten per 
 Westernblot, wobei β-Aktin als Ladungskontrolle fungierte. Die Resultate der Densitometrie 
 sind in densitometric units (DU) angegeben, alle Werte von NC-Zellen betragen dabei 100%. 
 (b) Nach der zusätzlichen Transfektion mit dem BAR-Plasmid wurde am Tag 14 die Gaussia 
 Luziferase-induzierte Lumineszenz in den Kulturüberständen quantifiziert. (c) Die Bestim-
 mung der relativen mRNA-Expression von DKK1, AXIN2 und RUNX2 erfolgte nach 10 Ta-
 gen mittels qRT-PCR. Alle Werte wurden auf GAPDH-mRNA normalisiert. Alle vorliegen-
 den Daten zeigen entweder (a) Einzelwerte oder (b, c) den Mittelwert ± SD dreier unabhängi-
 ger Messungen. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 
 

F.4.3.3 Mechanismen der RECK-abhängigen Stabilisierung von β-Catenin 
F.4.3.3.1 Transkription von β-Catenin 
Da in hMSCs die Proteinmenge von β-Catenin mit dem Expressionslevel von RECK korre- 

liert (siehe Kapitel F.4.3.2), sollte nun analysiert werden, ob endogenes RECK einen direk- 

ten Einfluss auf die Transkription von β-Catenin hat. Ein Vergleich der mRNA-Level von  

β-Catenin ergab allerdings keinen signifikanten Unterschied zwischen Zellen mit und ohne 

RECK-Knockdown, wobei der größte Unterschied aller ermittelten Wertepaare bei maximal 

11% liegt. (Abb. 27). Somit kann eine Transkriptionssteuerung von β-Catenin durch RECK als 

Mechanismus der RECK-abhängigen Stabilisierung von β-Catenin ausgeschlossen werden. 

- - - 
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Abb. 27 Transkription von β-Catenin in hMSCs. Die Zellen wurden 
 zunächst mit unspezifischer Kontroll-siRNA (NC) oder gegen 
 RECK-mRNA gerichteter siRNA (KD) transfiziert. Die Be-
 stimmung der relativen mRNA-Expression von β-Catenin er-
 folgte mittels qRT-PCR. Alle Werte wurden auf GAPDH-
 mRNA normalisiert. Alle vorliegenden Daten zeigen den Mit-
 telwert ± SD dreier unabhängiger Messungen. 

 
 

 

F.4.3.3.2 Interaktion mit DKK1 
Für eine Aktivierung des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs und die dafür notwendige 

Stabilisierung von zytoplasmatischem β-Catenin ist zuerst eine Interaktion von Wnt-Liganden 

mit Heterodimeren aus FZDs und LRPs erforderlich. Letztere werden durch die Bindung von 

inhibitorischen Proteinen wie DKK1 an der Bildung dieser trimolekularen Komplexe gehindert. 

Da eigene Vergleichsanalysen erbrachten, dass RECK eine Sequenzhomologie mit den Binde-

stellen dieser LRPs aufweist, wäre eine Interaktion zwischen RECK und DKK1 theoretisch 

möglich. Durch eine so verursachte kompetitive Hemmung des Inhibitors wären mehr LRPs für 

die Initialisierung der Signalkaskade verfügbar, was zu einer größeren Menge von β-Catenin 

im Zellinneren führen und damit die in Kapitel F.4.3.2 beschriebenen RECK-Effekte erklären 

würde. Um eine solche Interaktion zu bestätigen, wurde mit Hilfe einer Co-IP und rekombi-

nant hergestelltem DKK1 sowie RECK untersucht, ob die beiden Proteine eine Bindung mit-

einander eingehen. Dabei wurden auch notwendige Negativ- und Positivkontrollen mitgeführt, 

welche die gewünschte Funktionalität des Experimentes bestätigten. Allerdings konnte trotz 

mehrfacher Wiederholung der Ansätze unter variierenden Proteinkonzentrationen sowie unter-

schiedlicher Inkubationszeit und -temperatur kein Nachweis erbracht werden, dass zwischen 

RECK und DKK1 eine stabile Interaktion oder Komplexbildung stattfindet (Abb. 28). 

 

Abb. 28 Analyse der Interaktion zwi-
 schen RECK und DKK1  
 durch eine Co-IP. An Dyna-
 beads® gekoppelte Anti-DKK1-
 Antikörper (DKK1-Ak) sowie je  

 200 ng rekombinantes DKK-1 
und RECK (rekDKK1, rekRECK) wurden in unterschiedlichen Kombinationen für 3 Stunden bei 4°C 
inkubiert. Die An- (+) und Abwesenheit (‒) einzelner Komponenten ist oberhalb der Aufnahme ver-
merkt, alle unvollständigen Ansätze bildeten Negativkontrollen. Abschließend erfolgte ein Nachweis 
von RECK in den Eluaten der möglicherweise an Dynabeads® gebundenen Proteine und als weitere 
Kontrolle in den Überständen ungebundener Proteine per Westernblot. Dabei fungierten 50 ng rekRECK 
als Positivkontrolle. 
 

- 
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G Diskussion 
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit basierten fast alle in der Fachliteratur erhältlichen Daten zu 

RECK auf Studien an Tumorzellen oder Patienten mit neoplastischen Erkrankungen. Ziel der 

eigenen Untersuchungen war es daher, die Bedeutung von RECK in physiologisch normalen 

Zellen zu analysieren, um die so gewonnenen Erkenntnisse mit den bekannten pathophysiologi-

schen Eigenschaften von RECK vergleichen zu können. Für die Studien wurden exemplarisch 

hMSCs ausgewählt, da diese Zellen nicht nur über Wachstumspotential verfügen und beweg-

lich sind, sondern auch die Fähigkeit zur Differenzierung besitzen. 

 

G.1 Abhängigkeit der RECK-Expression vom Zelltyp 
In den aus dem Knochenmark stammenden hMSCs konnte die bereits von Bret et al. beschrie-

bene [205], konstitutive Expression von RECK sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene 

nachgewiesen werden. Auch in hMSCs, die aus Fettgewebe isoliert wurden, war zumindest ei-

ne Detektion der RECK-mRNA möglich [206]. Bereits im Rahmen der Erstbeschreibung von 

RECK wurde dokumentiert, dass dieses Glykoprotein in verschiedenen physiologisch norma-

len Zellen und Geweben vorhanden ist. In einer Vielzahl von Tumorzellen hingegen ist die 

RECK-Expression bereits auf Transkriptionsebene deutlich reduziert oder gar vollständig blo-

ckiert [86]. Auch bei nicht-neoplastischen Erkrankungen wie Asthma bronchiale [207], Cho-

rioamnionitis [208], Periodontitis [209], Psoriasis vulgaris [210], rheumatoider Arthritis [211], 

Sarkoidose der Lunge [212] und systemischem Lupus erythematodes [213] konnte RECK in 

den betroffenen Zellen nur auf vergleichsweise schwachem Niveau nachgewiesen werden. Ob-

wohl in einigen Fällen, wie etwa bei Arthrose [214], Kokainmissbrauch [215] und Vorhofflim-

mern [216], auch über erhöhte Level an RECK in Patientenproben berichtet wurde, scheint des-

sen ausgeprägte Expression insgesamt eher ein Merkmal physiologisch gesunder Zellen zu sein. 

 

G.2 Auswirkungen von RECK auf das Zellwachstum 
G.2.1 Zellproliferation 
Bei der mit Hilfe des CyQUANT® Zellproliferationsassays durchgeführten Analyse der Zell-

teilungsrate ergab sich keinerlei Einfluss von RECK auf die Proliferation von hMSCs. Dieses 

Resultat entspricht den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die an Tumorzellen aus Gallen-

gang [110], Gehirn [217], Gebärmutterhals, Lunge und Skelettmuskel [86] gewonnen wurden. 

In Tumoren der Knochen [218] und des Magens [148] sowie in physiologisch gesundem 

Nierenepithel [105] hemmte RECK die Proliferation der Zellen. Dies scheint ebenfalls für 
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Tumorzellen aus Bindegewebe, Brust und Darm zu gelten [219,104], wobei es für diese Zell-

typen auch Hinweise auf RECK-unabhängige Zellteilungsraten gibt [86,106]. Im Endothel der 

Nabelvene [220] und Knorpeln aus arthrotischen Gelenken [214] wirkt sich die RECK-Expres-

sion hingegen förderlich auf die Proliferation aus. Offenbar beeinflusst das Vorhandensein von 

RECK die Zellteilungsrate in unterschiedlicher Weise und abhängig vom jeweiligen Zelltyp. 

 

G.2.2 Zellvitalität 
Im WST-8 Zellvitalitätsassay stellte sich auch die metabolische Aktivität der hMSCs als 

RECK-unabhängig heraus. Vergleichbare Beobachtungen wurden bei Tumorzellen aus Bauch-

speicheldrüse [221], Lunge [222] und Zahnschmelz [223] gemacht. Die Zellvitalität in Tumo-

ren der Brust [103], des Darms [145], der Harnblase [144], der Lungenbläschen [224], des Ma-

gens [148], der Nebennieren [101] und der Speiseröhre [225] steht allerdings unter negativem 

Einfluss von RECK. Dies gilt ebenfalls für physiologisch gesunde Zellen aus der glatten Blut-

gefäßmuskulatur [226] und dem Nierenepithel [105]. Widersprüchliche Erkenntnisse liegen zu 

Knochen- und Prostatakrebszellen vor, deren metabolische Aktivität entweder von RECK ge-

hemmt wurde [227,228] oder unverändert blieb [229,230]. Insgesamt betrachtet erfüllt RECK 

in Bezug auf die Zellvitalität eine neutrale bis überwiegend inhibitorische Funktion. 

 

G.3 Steuerung der Zellbeweglichkeit durch RECK 
G.3.1 Invasion 
Die Studien in Transwellassays zeigten, dass die Expression von RECK in hMSCs keinen Ein-

fluss auf deren Fähigkeit hatte, in gerichteter Weise Barrieren aus humaner EZM durch extra-

zelluläre Proteolyse zu durchwandern. Im Gegensatz dazu weisen sowohl Tumorzelllinien aus 

13 unterschiedlichen Organen [86,91,231,110,144,232,100,229,233,138,234,230,223] als auch 

physiologisch gesunde Brustepithel- [235], Endothel- [218] und CD34-positive Knochenmark-

zellen [129] in Abwesenheit von RECK eine verstärkte Invasivität auf. Dafür mitverantwort-

lich ist der Umstand, dass RECK in diesen Zellen als MMP-Inhibitor fungiert und sein Feh- 

len die extrazelluläre Aktivität von MMP-9 [86], MMP-2 und MT1-MMP [94] erhöht, was zu 

einer effizienteren Proteolyse der EZM führt. HMSCs verfügen zwar ebenfalls über MMP-2 

und MT1-MMP, die zu deren invasiven Eigenschaften beitragen [65,81], bilden aber keine 

MMP-9 [236], was sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene bestätigt wurde. Da in die-

sen Zellen nach eigenen Erkenntnissen auch keine RECK-abhängige Regulation der Biosyn-

these von MMP-2 und MT1-MMP erfolgt, ist davon auszugehen, dass RECK in hMSCs keinen 

hemmenden Einfluss auf die Aktivität oder Expression der genannten MMPs ausüben kann und 
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somit auch keinen Effekt auf die Invasion der Zellen hat. Eigene Untersuchungen zu TIMPs, 

den von hMSCs exprimierten natürlichen MMP-Inhibitoren [81,84], zeigten, dass die Abwe-

senheit von RECK die Biosynthese von TIMP-2 und TIMP-3 in diesen Zellen fördert, während 

die Bildung von TIMP-1 unverändert bleibt. TIMP-2 kann MMP-Aktivität begünstigen oder 

auch hemmen. Ersteres erfolgt durch Aktivierung von proMMP-2 auf der Zelloberfläche. Unter 

äquimolaren Verhältnissen fungiert TIMP-2 nämlich als Brückenprotein zwischen proMMP-2 

und MT1-MMP, so dass nach Ausbildung dieses trimolekularen Komplexes ein weiteres  

MT1-MMP-Molekül hinzutreten kann, das proMMP-2 durch Abspalten des Propeptides akti-

viert und von der Zelloberfläche freisetzt [237]. Andererseits fungiert TIMP-2 als MMP-Inhibi-

tor, wenn es gegenüber MT1-MMP und proMMP-2 im Überschuss vorhanden ist und infolge-

dessen die Aktivität der zuvor gebildeten MMP-2 durch direkte Interaktion mit dessen katalyti-

schem Zentrum blockiert [238]. In den RECK-defizienten hMSCs würde die moderat erhöhte 

Biosynthese von TIMP-2 vermutlich zu einer verstärkten Aktivierung von proMMP-2 führen, 

welche wiederum die Invasivität der Zellen erhöhen könnte. Gleichzeitig jedoch bilden die 

RECK-Knockdown-Zellen auch vermehrt TIMP-3, dessen Bindung an MT1-MMP [85] dem 

trimolekularen Komplex einen Bindungspartner entziehen und auf diese Weise der Aktivierung 

von proMMP-2 entgegenwirken könnte. Somit käme es im vorliegenden Fall zu einer Neutrali-

sierung der am proMMP-2-Aktivierungsprozess beteiligten Proteasen und Inhibitoren. Damit 

bliebe die Proteolyse der EZM und somit die Invasivität der Zellen in der Summe unverändert, 

was die eigenen Beobachtungen zur Rolle von RECK bei der Invasion von hMSCs mit erklären 

könnte. 

Da TIMP-2 als positiver Regulator der RECK-Expression identifiziert wurde [232], könnte des-

sen erhöhte Biosynthese einen kompensatorischen Mechanismus der Zellen darstellen, der ei-

nem vollständigen RNAi-vermittelten Abschalten der RECK-Biosynthese entgegenwirkt. 

 

G.3.2 Migration 
Proteolyse ist nicht nur im Rahmen der dreidimensionalen Invasion für die zelluläre Fortbewe-

gung durch die EZM von entscheidender Bedeutung, sondern auch für die Zellmigration auf 

Matrixoberflächen. Dabei nutzen die Zellen bereits vorhandene oder auch eigens sezernierte 

Biopolymere, um sich auf diesen anzuheften. Für eine gerichtete Fortbewegung erfolgt dann 

eine lokal begrenzte Abschwächung dieser Interaktion mit der EZM, etwa durch einen par-

tiellen MMP-vermittelten Abbau bestimmter Matrixkomponenten. So erlaubt die sequentielle 

Abfolge von subzellulärer Proteolyse und erneuter Adhäsion die Migration der Zelle. RECK 

erfüllt dabei wie bei der Invasion durch Inhibierung bestimmter MMPs eine modulatorische 



88│Diskussion 
 

Funktion, indem es beispielsweise die Integrität von Fibronektin schützt [239] oder die Aktivi-

tät von β1-Integrin fördert [220]. In ähnlicher Weise verstärkt RECK vermutlich bei verschie-

denen Zelllinien deren Adhäsion an Hyaluron [129] und Kollagen I [218] sowie an basalmem-

branartige Matrices wie Matrigel® [143]. In einigen anderen Zelltypen, deren RECK-Expres-

sion sowohl die Bildung von MMPs als auch die Migrationsfähigkeit hemmt, ist der kombinier-

te Einfluss von Proteolyse und Adhäsion auf die Zellbeweglichkeit ebenfalls sehr wahrschein-

lich. Dies gilt für maligne Tumorzellen aus Bauchspeicheldrüse [221], Brust [91], Lunge [224], 

Nebenniere [136], Prostata [228] und Zahnschmelz [223] ebenso wie für Knorpelzellen aus ar-

throtischen Gelenken [214] und physiologisch gesunde Endothelzellen [232]. 

In eigenen Untersuchungen konnte unter Verwendung des Wundheilungsassays nachgewiesen 

werden, dass hMSCs in Abwesenheit von RECK die Wundfurche durch verstärkte Migration 

schneller schlossen. Allerdings scheint der zugrunde liegende, RECK-abhängige Mechanismus 

hier weitgehend unabhängig von MMP-2, MMP-9 und MT1-MMP zu sein, da das Fehlen von 

RECK in diesen Zellen weder eine erhöhte Expression dieser Proteasen noch eine verstärk- 

te Invasionsfähigkeit nach sich zog. Möglicherweise sind andere, bislang unbekannte durch 

RECK regulierte Proteasen an diesem Effekt beteiligt. Wie in Glioblastomzellen könnte RECK 

die Migration von hMSCs jedoch auch abschwächen, indem es Einfluss auf Komponenten des 

Zytoskeletts nimmt. Dabei verstärkt RECK die Polymerisierung von actin stress fibers, wäh-

rend die Formation von Lamellipodien unterbunden und die Verteilung von aktiviertem FAK 

innerhalb der Zellen verändert wird [217]. Gegen diese Hypothese spricht allerdings die eigene 

Beobachtung, dass hMSCs in Abwesenheit von RECK schneller an Plastikoberflächen adhä-

rieren. Jedenfalls scheinen die bisher bekannten, durch RECK modulierten Mechanismen der 

Proteolyse und Adhäsion bei der verstärkten Migration von hMSCs auf Matrixoberflächen eine 

eher untergeordnete Rolle zu spielen. 

Mit Hilfe des µ-Slide Chemotaxis3D-Assays war es möglich, bei hMSCs die Chemotaxis als 

dritte wichtige Komponente der Zellbeweglichkeit zu analysieren. Hierbei konnte bestätigt wer-

den, dass sich die Zellen durch das Fehlen von RECK schneller fortbewegen und damit ein ge-

steigertes migratorisches Potential besitzen. Darüber hinaus zeigten die Studien im µ-Slide 

Chemotaxis3D-Assay, dass die Abwesenheit von RECK ein gesteigertes chemotaktisches Po-

tential induziert, was sich in einer stärker zielgerichteten Migration der Zellen innerhalb eines 

HuS-Gradienten äußerte. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass RECK in hMSCs über bis-

lang unbekannte Mechanismen als negativer Modulator der Migration fungiert. 

Um die Hintergründe dieser Regulation aufzuklären, wurde der Zusammenhang zwischen der 

Biosynthese von RECK und der Transkription von vier Genen untersucht, die in anderen 
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Zelltypen eine große Bedeutung für die Migration aufweisen: IGF1 [240], MENA [241],  

N-WASP [242] und VEGFA [243]. Außerdem wurde überprüft, ob endogenes RECK die Ex-

pression der fünf miRNAs let-7f [244], miR-124 [245], miR-126-3p [246], miR-126-5p [247] 

und miR-335 [248] beeinflusst, die bekanntermaßen mRNAs von Genen regulieren, die eine 

wichtige Funktion bei der Migration besitzen. Keine der beiden Analysen erbrachte jedoch ver-

wertbare Hinweise auf eine direkte oder indirekte RECK-vermittelte Transkriptionsregulation 

durch die genannten mRNAs oder miRNAs. Die hemmende Wirkung von RECK auf die Che-

motaxis dieser Zellen könnte jedoch auch das Resultat seiner Interaktion mit chemotaktischen 

Liganden oder deren Rezeptoren an der Zelloberfläche sein. IL-8, ein Vertreter der CXCL-Che-

mokine, wird beispielsweise sowohl von den Chemokinrezeptoren CXCR1 und CXCR2 [249] 

als auch von RECK gebunden [106], was RECK zu einem kompetitiven Inhibitor der Aktivitä-

ten beider Rezeptoren macht. Durch einen bisher ungeklärten, aber möglicherweise ähnlichen 

Mechanismus ist RECK außerdem in der Lage, die Aktivierung des Wachstumsfaktorrezeptors 

EGFR zu blockieren und dadurch die Signaltransduktion in die Zelle zu unterbinden [102]. Da 

sowohl eine Expression von CXCR1 und CXCR2 [62] als auch von EGFR [65] in hMSCs aus 

dem Knochenmark bereits nachgewiesen wurde, wären diese Mechanismen eine plausible Er-

klärung für den hemmenden Effekt von RECK auf das chemotaktische Verhalten dieser Zellen. 

In diesem Zusammenhang könnte die schnellere Adhäsion RECK-defizienter Zellen auch auf 

einen kompensatorischen Mechanismus hinweisen, wobei die zuvor von RECK inhibierten Sig-

naltransduktionskaskaden zur verstärkten Bildung adhäsionsfördernder Strukturen des Zyto-

skeletts wie actin stress fibers oder Komponenten der EZM wie Fibronektin beitragen würden. 

Letztendlich beeinträchtigt RECK jedoch die Migrationsfähigkeit von hMSCs, da die hem-

mende Wirkung dieses Glykoproteins auf die Adhäsion dessen negativen Einfluss auf die Che-

motaxis offenbar nicht vollständig kompensieren kann. In Tumorzellen aus Harnblase [144], 

Knochen [227], Leber [250] und Magen [138], in denen sich die Abwesenheit von RECK 

ebenfalls förderlich auf die Migration auswirkt, wurde keine Analyse proteolytischer Faktoren 

durchgeführt. Hier besteht die Möglichkeit, dass die Chemotaxis eine ebenso wichtige Rolle 

für die zelluläre Fortbewegung spielt wie in hMSCs. 

 

G.4 RECK als molekularer Schalter der Differenzierung 
G.4.1 Auswirkungen von RECK auf Osteogenese und Adipogenese 
RECK ist ein positiver Modulator der osteogenen Differenzierung in hMSCs, was sich anhand 

der Zellfärbung mit Alizarin Red S und einer Quantifizierung des osteogenen Differenzierungs-

markers ALP nachweisen ließ. Dieses Resultat steht im Widerspruch zu den Ergebnissen einer 
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Studie an MSCs, die aus dem Knochenmark von Mäusen gewonnen wurden. In Abwesen- 

heit von RECK konnten dabei erhöhte Proteinmengen der osteogenen Differenzierungsmar- 

ker Osteokalzin und Osterix gemessen werden. Allerdings wurden die Maus-MSCs zuvor mit  

TNF-α behandelt und nicht wie die hMSCs durch einen Differenzierungsstimulus osteogen 

ausdifferenziert [251], was zusammen mit den speziesbedingten Unterschieden die gegensätz-

lichen Effekte von RECK in murinen und humanen MSCs erklären könnte. Außerdem wur- 

de in der Studie an Maus-MSCs keine mikroskopische Analyse der Zellmorphologie oder ein 

Nachweis von Kalziumeinlagerungen in der EZM durchgeführt, so dass in diesen Experimenten 

nicht mit Sicherheit von einer stattfindenden Osteogenese ausgegangen werden kann. Eine wei-

tere Studie zeigte, dass sich der positive Effekt der RECK-Expression nicht nur auf die Reifung 

von Osteozyten, sondern auch auf deren funktionalen Verbund im Knochengewebe erstreckt. 

Hier wurde beobachtet, dass RECK die Aktivität humaner Osteoklasten in vitro hemmt und 

protektive Auswirkungen auf das Knochenvolumen von Mäusen in vivo hat [218]. 

Im Gegensatz zur Osteogenese ist RECK ein Inhibitor der Adipogenese in hMSCs, was sowohl 

durch die Zellfärbung mit Oil Red O als auch durch eine Expressionsanalyse des adipogenen 

Differenzierungsmarkers PPARγ gezeigt wurde. Da es bislang keine Daten über den Einfluss 

von RECK auf die Adipogenese gab, liefern die im Rahmen dieser Arbeit hierzu erzielten Re-

sultate erstmals Erkenntnisse zu einer weiteren wichtigen Funktion dieses Glykoproteins [252]. 

 

G.4.2 Auswirkungen von Osteogenese und Adipogenese auf RECK 
Im Verlauf der Osteogenese wird die Biosynthese von RECK in hMSCs hochreguliert. Dies 

stimmt mit Beobachtungen an Preosteoblasten aus dem Knochengewebe von Mäusen überein, 

deren osteogene Reifung binnen 14 Tagen ebenfalls eine erhöhte Translation von RECK nach 

sich zieht [253]. Umgekehrt führt die mechanische Entlastung des Mausfemurs und eine daraus 

folgende Dedifferenzierung seiner Osteoblasten innerhalb dieses Zeitraums zu einer Abnahme 

von RECK im Gewebe [254]. Auch in humanen Knochenhautzellen wirkt sich die osteogene 

Differenzierung auf die RECK-mRNA förderlich aus, was in der Folge über 3 Wochen zu ge-

steigerten Proteinmengen von RECK in den Zellen führt [255]. Somit belegen eigene Resulta-

te wie auch die anderer Arbeitsgruppen eine positive Korrelation zwischen zellulärer RECK-

Expression und osteogener Reifung. 

In umgekehrter Analogie dazu war in den eigenen Studien eine Hemmung der RECK-Expres-

sion bei adipogener Differenzierung von hMSCs zu beobachten. Dieses Resultat liefert erstmals 

Hinweise auf eine Beteiligung von RECK bei der Regulation der Reifung von hMSCs zu 
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Adipozyten [252] und lässt den Schluss zu, dass Osteogenese und Adipogenese gegensätzliche 

Auswirkungen auf die RECK-Expression in diesen Zellen haben. 

Somit spielt möglicherweise RECK selbst eine Schlüsselrolle bei der reziproken, differentiellen 

Regulation beider Reifungsprozesse in hMSCs, etwa im Sinne einer positiven Rückkopplungs-

schleife bei der Osteogenese und einer negativen Rückkopplungsschleife bei der Adipogenese. 

Es wäre denkbar, dass RECK als eine Art molekularer Schalter für die beiden Differenzierungs-

wege fungiert. 

 

G.5 Positive Effekte von RECK auf den kanonischen  

 Wnt/β-Catenin-Signalweg 
Der kanonische Wnt/β-Catenin-Signalweg ist im Hinblick auf die Adipogenese und Osteoge-

nese von besonderer Bedeutung. Da Adipozyten und Osteozyten aus jeweils ein und derselben 

mesenchymalen Vorläuferzelle entstehen, kann diese im Rahmen der asymmetrischen Zelltei-

lung lediglich in einen der beiden Zelltypen ausdifferenzieren. Dieser Vorgang wird über den 

kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalweg kontrolliert, der bekanntermaßen gegensätzliche Aus-

wirkungen auf die adipogene und osteogene Differenzierung von Zellen ausübt: Während ei-

ne Aktivierung dieses Signalwegs die Adipogenese hemmt, erkennbar an einer verringerten 

PPARγ-Expression in den Zellen [256], wird die Osteogenese begünstigt, welche von einer er-

höhten ALP-Expression begleitet ist [257]. Dieser Mechanismus konnte in den eigenen Studien 

insofern bestätigt werden, als das Abschalten der zellulären β-Catenin-Expression mittels RNAi 

die Transkription von PPARγ und somit die Adipogenese in hMSCs förderte. Interessanterwei-

se belegen die Resultate weiterer Experimente in diesem Zusammenhang, dass es bei Abwesen-

heit von RECK zur Abnahme von β-Catenin und der β-Catenin-abhängigen Promotoraktivität 

kommt, was in der Folge zu reduzierten Transkriptionsraten der positiven Wnt/β-Catenin-Ziel-

gene DKK1 [258], AXIN2 [259] und RUNX2 [260] führt. Eine Studie an Zebrafischen scheint 

diesen Mechanismus in vivo zu bestätigen. Hier zeigte sich, dass eine Cysteinknotenmutation 

im RECK-Protein eine geringere TCF-abhängige Promotoraktivität nach sich zieht. Dies führt 

zu einer vergleichsweise schwächeren Expression des positiven Wnt/β-Catenin-Zielgens glut1 

und einer stärkeren Expression des negativen Wnt/β-Catenin-Zielgens plvap [261]. 

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass RECK ein Induktor des kanonischen 

Wnt/β-Catenin-Signalwegs ist, wobei letzterer in hMSCs nachweislich die Adipogenese und 

Osteogenese steuert [262]. 

Zur Klärung der Frage, über welchen molekularen Mechanismus RECK die Aktivität des 

kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs unterstützt, wurden im Rahmen der vorliegenden 
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Arbeit verschiedene Hypothesen überprüft. Die in RECK-Knockdown-Zellen unveränderte, 

basale β-Catenin-Transkription spricht für einen posttranskriptionalen Effekt von RECK auf  

β-Catenin. Möglicherweise fördert RECK die Stabilität von β-Catenin im Zytoplasma und/oder 

dessen nachfolgende Translokation in den Zellkern, was zu einer erhöhten Transkriptionsrate 

β-Catenin-abhängiger Gene führt. Bei eigenen Sequenzanalysen wurden Homologien zwischen 

LRP5/6 und RECK entdeckt. Diese führten zu der Vermutung, dass die inhibitorische Wirkung 

von DKK1 auf den kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalweg über dessen Interaktion mit LRP5/6 

durch eine kompetitive Bindung mit RECK abgeschwächt werden könnte. Allerdings ließ sich 

die Annahme einer Interaktion von RECK mit DKK1 durch Co-IP-Experimente nicht bestä-

tigen. Die Rolle von RECK als positiver Modulator des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signal-

wegs ließe sich auch durch eine mögliche Wnt-Rezeptorfunktion dieses Glykoproteins erklären. 

Dafür spricht die Tatsache, dass in der Aminosäuresequenz von RECK so genannte FZD-CRDs 

identifiziert wurden, welche die Bindung von Wnt-Liganden an FZD-Rezeptoren ermögli- 

chen [263]. Gpr124, ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor mit sieben Transmembrandomänen, 

wurde als möglicher Korezeptor für RECK in Zebrafischen beschrieben. Dabei ist eine au-

tonome Rezeptorfunktion des Heterodimers, bei der RECK Wnt7a sowie Wnt7b bindet und 

Gpr124 mit DVL interagiert, ebenso denkbar wie die Ausbildung eines Multiproteinkomplexes 

aus RECK, Gpr124, FZD und LRP5/6 [264]. Ob Gpr124 somit auch in hMSCs das gesuchte 

Bindeglied zwischen RECK an der Zelloberfläche und β-Catenin im Zellinneren sein könnte, 

müssen nachfolgende Untersuchungen klären. 

 

G.6 Zusammenfassung zur Rolle von RECK in hMSCs 
Die Resultate dieser Arbeit belegen erstmals, dass RECK in hMSCs als negativer Modulator 

der Migration, als molekularer Schalter zwischen der adipogenen und osteogenen Differen-

zierung sowie als positiver Modulator des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs fun- 

giert (Abb. 29). 

 

G.7 Therapeutische Relevanz von RECK 
Seit der Entdeckung von RECK wurde dessen biologische Funktion fast ausschließlich in Tu-

morzelllinien untersucht. Daher überrascht es nicht, dass die therapeutische Bedeutung von 

RECK bislang primär auf dem Fachgebiet der Onkologie diskutiert wird. Dort etablierte sich 

RECK als eine Art ubiquitärer Marker für die Malignität neoplastischer Gewebeumbildun- 

gen [108-111,92,112-118]. Allerdings ist RECK durch seine vielfältigen Funktionen auch in 

einer Reihe anderer Erkrankungen des menschlichen Körpers involviert [207-216] und lässt 
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dieses Glykoprotein so auch für mögliche nicht-onkologische Therapien durchaus attraktiv er-

scheinen. 

 

Abb. 29 Rolle von RECK in hMSCs. För-
 dernde (↑) und hemmende (T) Ein-
 flüsse auf die Regulation zellulärer 
 Prozesse sowie auf die Expression 
 von Proteinen und die Transkription 
 von Zielgenen sind ebenso wie die 
 nukleäre Translokation (---) durch 
 Pfeilverbindungen gekennzeichnet. 
 (Bildmaterial der DNA-Doppelhelix 
 von www.veriware.org mit Modi-
 fikationen) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Insbesondere in Bezug auf Osteoporose könnte RECK ein lohnendes Ziel therapeutischer An-

wendungen darstellen. Möglicherweise wäre RECK diesbezüglich in der Lage, die Regenera-

tion von beschädigten Knochenstrukturen durch Unterstützung der Osteogenese zu beschleuni-

gen [252] oder dem von Osteoklasten induzierten, MMP-vermittelten Abbau von Gewebe ent-

gegenzuwirken [218]. Falls sich außerdem die Rolle von RECK als autonomer Wnt-Rezeptor 

tatsächlich bestätigen sollte, könnte diese Funktion in Patienten mit LRP5-Mutationen dazu bei-

tragen, die Aktivität des kanonischen Wnt/β-Catenin-Signalwegs aufrecht zu erhalten und da-

mit ebenfalls Knochenschwund vorzubeugen [265]. 

Um im Rahmen klinischer Anwendungen die RECK-Expression in osteoporotischen Knochen-

bereichen zu verstärken, sind theoretisch mehrere Ansätze denkbar. Beispielsweise könnte die 

Biosynthese des Glykoproteins indirekt mit Hilfe des HDAC1-Inhibitors Trichostatin A [266], 
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des DNMT3b-Inhibitors 5'-Azazytidin [131] oder des mTOR-Inhibitors Rapamyzin [129] un-

terstützt werden. Allerdings beeinflussen diese Wirkstoffe nicht ausschließlich RECK, was un-

erwünschte Auswirkungen auf die Osteogenese und somit den Therapieerfolg haben könnte. 

Alternativ hätte eine plasmidvermittelte Überexpression von RECK [218] den Vorteil der selek-

tiven Beeinflussung RECK-abhängiger Signalwege. Die Schwierigkeit dieser Herangehenswei-

se liegt darin, eine im lebenden Organismus ausreichend hohe Menge des Plasmids ausschließ-

lich in diejenigen Zellen einzuschleusen, deren osteogenes Differenzierungspotential von einer 

verstärkten RECK-Expression profitieren würde. Diese Problematik könnte mit einem hMSC-

basierten zelltherapeutischen Ansatz umgangen werden. Denkbar wäre etwa die Verwendung 

von hMSCs, die nach in vitro-Manipulation RECK überexprimieren und daher nach lokaler 

Applikation ins betroffene Gewebe durch Differenzierung in Osteoblasten der Osteoporose ent-

gegenwirken. Allerdings sind noch weitreichende experimentelle und klinische Studien erfor-

derlich, um die Wirksamkeit und Sicherheit derartiger Zelltherapiekonzepte zuverlässig ein-

schätzen zu können. 
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