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1. Einleitung 4

1. Einleitung

1.1. Humane mesenchymale Stammzellen

1.1.1. Potential humaner mesenchymaler Stammzellen

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) gehéren zu einem Pool an
multipotenten Zellen in unserem Korper, der in der Lage ist, Zellen zu ersetzen, die
durch Krankheit, Trauma oder Alterungsprozesse untergegangenen sind (Palermo et
al. 2005; Caplan and Goldberg 1999). Mesenchymale Vorlauferzellen im
Knochenmark, die unabhangig von den hamatopoetischen Stammzellen sind,
wurden erstmalig 1974 von Friedenstein et al. nachgewiesen (Friedenstein et al.
1974).

Adulte Stammzellen sind, anders als Zellen mit spezifischer Funktion,
undifferenzierte und unspezialisierte Zellen (Pittenger et al. 1999). Sie kdnnen sich
aber bei entsprechender Stimulation in kurzer Zeit zu spezialisierten Zellen ihres
Keimblattes ausdifferenzieren (Wulf et al. 2006; Grove et al. 2004; Cancedda et al.
2003; Bianco et al. 2001). Im Fall der mesenchymalen Stammzelle sind dies
Osteoblasten, Chondroblasten, Adipozyten, Knochenmarksstromazellen und
Myozyten (Pittenger et al. 1999; Beresford 1989).

Flr das tissue engineering, die in vitro-Herstellung von Gewebe, sind Stammzellen
auf Grund ihrer Fahigkeit zur Selbstreplikation (Zellteilung ohne Differenzierung) und
ihre Differenzierbarkeit in andere Gewebe von besonderem Interesse (Gangji et al.
2004; Chen et al. 2004; Fuchs et al. 2003; Deb et al. 2003; Fouillard et al. 2003;
Horwitz et al. 2002; Kadereit et al. 2002; Koc et al. 2002; Quarto et al. 2001). Eine
schnelle Proliferationsrate mit kurzen Zellzyklen (Bruder et al. 1998b) ermdglicht eine
rasche Vervielfaltigung der Zellen.

Diese Fahigkeiten kédnnen im tissue engineering folgendermafBen genutzt werden:
Stammzellen werden einem Patienten entnommen, proliferieren durch Stimulation,
z.B. mit Wachstumsfaktoren, stark, und werden anschlieBend zu spezialisierten
Zellen ausdifferenziert. In den menschlichen Kérper reimplantiert kébnnten sie nach
Krankheit oder Trauma untergegangenes Gewebe ersetzen, ohne dass die Gefahr
einer AbstoBungsreaktion bestiinde (Gangiji et al. 2004; Zhang et al. 2004; Fouillard
et al. 2003; Bianco et al. 2001).



1. Einleitung 5

Lange Zeit ging man davon aus, dass die Differenzierbarkeit von Stammzellen auf
Zelllinien ihres Keimblatts beschrankt sei. Jedoch konnte gezeigt werden, dass es
moglich ist, mesenchymale Stammzellen zu Nervenzellen (Benvenuti et al. 2006;
Long et al. 2005; Priller et al. 2001; Brazelton et al. 2000) , Hepatozyten (Talens-
Visconti et al. 2006; Lee et al. 2004a; Schwartz et al. 2002), hdmatopoetischen
Zellen (Jiang et al. 2002a) oder Myokardzellen (Kadivar et al. 2006; Zhang et al.
2006) zu differenzieren. Die moglichen Anwendungsgebiete im medizinischen

Bereich vergréBern sich damit enorm.

1.1.2. Vorkommen

In vivo und in vitro Studien konnten zeigen, dass hMSC in gr6Berer Anzahl vor allem
im Knochenmark vorkommen (Tuli et al. 2003; Prockop 1997).

Dort bilden Proteine, die von hMSC sezerniert werden, eine Mikroumgebung, die
entscheidend ist fir die Funktion der h&matopoetischen Stammzellen. Das
Vorhandensein dieser Proteine, wie z.B. Fibronectin, Laminin, Kollagene und
Proteoglykane, in der Extrazellularmatrix war in Versuchen Voraussetzung far die
erfolgreiche Proliferation hamatopoetischer Stammzellen (Gottschling et al. 2006;
Kobune et al. 2004; Chiba et al. 2004; Kawano et al. 2003; Tavassoli and Minguell
1991). Entscheidend flr die Regulierung dieser Mikroumgebung war dabei auch der
direkte Kontakt der Zellen untereinander (Fuchs et al. 2003; Watt and Hogan 2000).
Stammzellen besitzen jedoch die Fahigkeit, ihren Ruheplatz im Knochenmark zu
verlassen und im Blut zu zirkulieren, wo sie nachgewiesen werden kénnen (Kassis et
al. 2006; Wexler et al. 2003). Wahrend bei Mausen mesenchymale Stammzellen aus
dem peripheren Blut in ausreichender Anzahl gewonnen werden kénnen (Kuznetsov
et al. 2001), ist dies beim Menschen durch die geringe Anzahl der Zellen schwieriger
(Kassis et al. 2006).

Ihre Existenz konnte auch im menschlichen Fettgewebe nachgewiesen werden (Zuk
et al. 2001; Gronthos et al. 2001a) und entsprechende Zellen konnten dort isoliert
(Wagner et al. 2005; Dicker et al. 2005; Zuk et al. 2002) und ausdifferenziert (Musina
et al. 2006; Wagner et al. 2005; Mizuno et al. 2002) werden. Desweiteren konnten
hMSC in der Skelettmuskulatur und im Bindegewebe der Dermis nachgewiesen
werden (Musina et al. 2006; Mastrogiacomo et al. 2005; Jiang et al. 2002b).

Vielversprechend erscheint auch der Ansatz, hMSC aus Nabelschnurblut zu
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gewinnen, wobei ihre Anzahl geringer ist als im Knochenmark (Musina et al. 2006;
Kogler et al. 2004; Bieback et al. 2004; Goodwin et al. 2001; Erices et al. 2000).

Das géangigste Isolationsverfahren fir hMSC ist die Dichtegradientenzentrifugation
aus Knochenmarksaspiraten gesunder Spender (Pittenger et al. 1999). Nach
Aufbringen in  Kulturschalen adhérieren hMSC umgehend, wohingegen
hamatopoetische Zellen nicht adharieren und durch Mediumwechsel entfernt werden
(Wulf et al. 2006; Le Blanc and Pittenger 2005).

1.1.3. Identifikation von mesenchymalen Stammzellen

Um einen gezielten und verlaBlichen Einsatz von hMSC zu ermdglichen, muB man
sie sicher identifizieren kdnnen. Die Hauptschwierigkeit der Zellgewinnung besteht in
der Abgrenzung der undifferenzierten hMSC gegenlber differenzierteren
Vorlauferzellen und Osteoblasten (Wagner et al. 2005; Conget and Minguell 1999).
Humane mesenchymale Stammzellen kommen dabei in einem Verhaltnis von einer
Stammzelle auf 34000 kernhaltiger Zellen vor (Wexler et al. 2003). Der Identifikation
dieser Zellen kommt damit entscheidende Bedeutung zu.

Bislang ging man davon aus, dass die durch Dichtegradientenzentrifugation
gewonnenen Zellen homogen sind und charakterisierte ganze Zellpopulationen. Im
Rahmen dessen wurden zahlreiche Genprodukte mit RT-PCR (Gronthos et al. 2003;
Frank et al. 2002; Conget and Minguell 1999; Pittenger et al. 1999) analysiert.

Auch wurde versucht Uber AktivitAitsmessungen von Enzymen, wie z.B. der
Alkalischen Phosphatase (Halvorsen et al. 2001; Kuznetsov et al. 2001; Pittenger et
al. 1999), eine Abgrenzung zu anderen Zellen zu ermdglichen oder
Differenzierungsstadien voneinander abzugrenzen .

Jedoch sind die durch Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen Zellen keinesfalls
homogen. Zellen, die in der Lichtmikroskopie ein homogenes Aussehen besitzen,
kébnnen in ihrer Genexpression, Differenzierungskapazitdt und ihrem
Wachstumspotential stark variieren ((Le Blanc and Pittenger 2005; Colter et al.
2001). So kénnen bei Zellen niedriger Passage spindelférmige fibroblastendhnliche
Zellen, groBe flache Zellen und kleine runde Zellen unterschieden werden (Vogel et
al. 2003).

Kulturen, die mit kleinen runden Zellen angereichert werden, zeigten in
Differenzierungsessays ein deutlich gréBeres Differenzierungspotential als gemischte
Populationen. Aber selbst diese morphologisch gleich aussehenden Zellen wiesen
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bei Analyse der Oberflachenmarker ein heterogenes Farbemuster auf. AuBerdem
konnten aus diesen Zellen wiederum alle morphologischen Subtypen entstehen
(Colter et al. 2001). Zusatzlich  zeigen Untersuchungen, dass die
Proliferationsfahigkeit innerhalb einer Zellpopulation starken Schwankungen
unterliegt (Satomura et al. 2000).

Wahrend bei hamatopoetischen Stammzellen eine Identifikation durch FACS-
Analyse mit Hilfe des Oberflachenmarkers CD34 sicher gelingt, ist ein solcher,
spezifischer Marker bei hMSCs bis jetzt nicht gefunden worden (Wulf et al. 2006).
Selbst umfangreiche FACS-Analysen mesenchymaler Stammzellen konnten keinen
selektiven Marker identifizieren (Wagner et al. 2005; Conget and Minguell 1999;
Pittenger et al. 1999; Majumdar et al. 1998).

Mesenchymale Stammzellen exprimieren ein Antigenmuster, das mesenchymale,
endotheliale, epitheliale und muskulare Anteile enthalt (Minguell et al. 2001). Dieses
unspezifischen Expressionsprofil (Bianco and Robey 2001) macht bisher eine
gezielte Identifikation unmdglich. Der Nachweis, dass es sich um mesenchymale
Stammzellen handelt, wird daher zumeist indirekt aufgrund ihrer Plastizitat erbracht.
In Differenzierungsassays werden die Zellen durch Stimulation in Richtung der
osteogenen, adipogenen und chondrogenen Linie ausdifferenziert und
entsprechende Genprodukte nachgewiesen oder histologische Farbungen erstellt
(Kogler et al. 2004; Niemeyer et al. 2004; Ryden et al. 2003; Muraglia et al. 2000;
Pittenger et al. 1999; Johnstone et al. 1998; Bruder et al. 1998a). Der Nachweis einer
osteogenen Differenzierung erfolgt dabei durch ,von Kossa Farbung“ und Nachweis
erhéhter Aktivitat der Alkalischen Phosphatase (Wagner et al. 2005). Die adipogene
Differenzierung hingegen wird durch ,Oil red-O Farbung® nachgewiesen (Pittenger et
al. 1999). Bei diesem Verfahren verlieren die Zellen jedoch ihre Fahigkeit zur
Selbstreplikation (Aubin 1998) und sind fUr das tissue engineering nur noch begrenzt
nutzbar.

Daher war es Ziel dieser Arbeit h(MSC zu charakterisieren, ohne dass die Zellen ihr
Stammzellpotential verlieren. Um die heterogene Zellpopulation der mesenchymalen
Stammzellen zu untersuchen, wurde ein Verfahren gewahlt, das eine Beurteilung auf
Einzelzellebene erlaubt. Da bisher kein Erkennungsmarker fir hMSC bekannt ist,
sollte durch eine gleichzeitige Markierung mehrerer Antigene ein spezifisches
Farbeprofil erstellt werden kénnen. Dies soll die Abgrenzung zwischen hMSC und

differenzierteren Vorlauferzellen erméglichen.



1. Einleitung 8

1.2. Identifizierung durch Immunzytochemie

1.2.1. Vorteile der Inmunzytochemie

Die Immunzytochemie bzw. die Immunfluoreszenz ist ein Verfahren, welches die
oben genannten Anforderungen (Charakterisierung ohne Ausdifferenzierung bzw.
ohne Verlust der Selbstreplikation) erflllt. Damit ist es mdglich, die Zellen nicht nur
als Zellpopulation zu untersuchen, sondern es kdnnen klare Aussagen Uber das
Vorhandensein eines Antigens auf Einzelzellebene getroffen werden. Des weiteren
kénnen Antigene in ihrer genauen Lokalisation und ihrem Verteilungsmuster
beschrieben werden und Rickschlisse auf Zellstrukturen geschlossen werden.

Das Verfahren beruht auf folgenden Prinzip: Primarantikdrper binden in einem
Inkubationsschritt an ihr spezifisches Antigen. Durch die genaue Zuordnung des
Antikérpers an sein Antigen (Schlissel-Schloss-Prinzip) wird eine hohe Spezifitat der
Reaktion gewahrleistet.

Sekundarantikérper, die gegen die Spezies, in der die Primarantikdrper erzeugt
wurden, gerichtet sind, binden an die Primarantikérper. An den Sekundarantikérper
ist ein Stoff gekoppelt, welcher durch biochemische Verfahren (Peroxidase-Methode)
oder Fluoreszenzmikroskopie (Immunfluoreszenz-Methode) sichtbar gemacht
werden kann. Da mehrere Sekundarantikérper pro Primarantikdrper binden kénnen,
kommt es zu einer Amplifikation, so dass das Verfahren eine hohe
Nachweisempfindlichkeit besitzt (Lamvik et al. 2001).

Nach der Bindung eines Antikdrpers an sein spezifisches Antigen, kann, anhand der
Fluoreszenz, eine klare Aussage getroffen werden, ob das Antigen in der Zelle

vorhanden ist und wo in der Zelle es lokalisiert ist.

1.2.2. Immunfluoreszenz

Da bislang kein einzelner spezifischer Marker zur Charakterisierung von hMSC
bekannt ist, wurde eine Methode gewahlt, mit der die Erstellung eines Antigenprofils
moglich ist. Um den gleichzeitigen Nachweis mehrerer Antigene pro Zelle zu
gewabhrleisten, wurde die Immunfluoreszenzmarkierung verwendet. Fluoreszenz
beschreibt die Fahigkeit eines Stoffes bei Anstrahlung durch eine Lichtquelle zu
leuchten. Die zugeflhrte Lichtenergie wird von einem Teil der Atome absorbiert und
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bewirkt eine Anregung in einen energiereicheren Zustand. Diese Energie wird in
Form von Warme, chemischer Energie oder elektromagnetischer Energie (Licht)
wieder abgegeben. Stoffe mit dieser Eigenschaft nennt man Fluorochrome.
Verschiedene Fluorochrome entsenden Licht spezifischer Wellenlange, die fir das
menschliche Auge als Farbe sichtbar sind (Julich 2003) oder aber im ultravioletten
Licht nur durch spezielle Messgerate nachgewiesen werden kdnnen. Dadurch ist es
maoglich verschieden Fluorochrome voneinander abzugrenzen.

Um nun Zellstrukturen, die keine Eigenfluoreszenz besitzen, unter dem Mikroskop zu
betrachten, werden Antikérper verwendet, an die Fluorochrome gekoppelt sind. Mit
diesem Verfahren gelingt es, bei Verwendung verschiedener Fluorochromfarben,
mehrere Antigene pro Zelle zu markieren und zu diskriminieren.

Bisher ist fir humane mesenchymale Stammzellen jedoch lediglich eine
Zweifachfluoreszenz beschrieben (Jiang et al. 2002a). Ziel dieser Arbeit war es, eine
Vierfachfluoreszenz auf humanen mesenchymalen Stammzellen zu etablieren, um

diese Zellen zu charakterisieren und sie gegen andere Zellen abzugrenzen.

1.2.3. Verwendete Marker

Die verwendeten Marker, Fibronectin, Kollagen I, Kollagen IV und CD44, wurden aus
folgenden Grinden ausgewahlt: Sie gehdéren zum Expressionsprofil von
mesenchymalen Stammzellen und ihre Existenz in hMSC wurde mehrfach
nachgewiesen (Otto and Rao 2004). Jedes Antigen besitzt ein spezifisches
Verteilungsmuster und eine spezifische Lokalisation, die sie von den anderen
Antigenen klar unterscheidet. Dies ermdglicht eine einfache Identifikation, und die

Spezifitdt der Immunfluoreszenzmarkierung kann tberprift werden.
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Oberflachenantigene
CD13

CD29

CD44

CD49a

CD71 (Rezeptor firr Transferrin)
CD90

CD105 (SH2; Endoglin)
CD114 (c-kit)

CD166

HLA-ABC

Glycophorin A

gp130

ICAM-1/2

Mab 1740

p75 NGF-R

SH3

SH4

Stro-1

HLA class Ill-ve

Sekretierte Proteine

Interleukins: 1a, 6, 7,8, 11, 12, 14, 15
LIF, SCF, FLT-3 ligand, GM-CSF,
G-CSF, M-CSF

Oberflachenrezeptoren

IL1-R, II-3R, 1l4-R, II-6R, 1I-7R, LIFR,
SCFR, G-CSFR, VCAM-1, ALCAM-1,
LFA-3 IFNyR, TNF1R, TNF2R, TGFB
1R, TGFB2R, bFGFR, PDGFR, EGFR

Proteine des Cytoskeletts
A-Smooth muscle actin

GFAP

Bestandteile der Extrazellularmatrix
Kollagen |, IlI, IV, V und VI
Fibronectin

Laminin

Hyaluronsaure
Proteoglykane

Tabelle 1.1: Phanotypische Marker fiir mesenchymale Stammzellen (Otto and Rao 2004). Die in
dieser Arbeit verwendeten Marker sind gelb hinterlegt.

Fibronectin

Fibronectin, ein Protein der Extrazellularmatrix, vermittelt die Haftung von Zellen an

Kollagenfasern und an Heparinseitenketten von Proteoglykanen, da Zellen nur

schlecht an Kollagene binden (Sottile and Hocking 2002). An der Zelloberflache

bindet Fibronectin an Integrine, die die transmembrandre Verbindung zum

Zytoskelett der Zelle herstellen.

Fibronectin wird von mesenchymalen Stammzellen sehr stark exprimiert (Vogel et al.
2003; Chichester et al. 1993). In Versuchen, bei denen die Genexpression von
hMSC mit Hilfe von Genom-Microassays untersucht wurden, zeigte sich eine starke
Expression von Fibronectin im Vergleich zu Fibroblasten (Wagner et al. 2005).

Kollagen |

Kollagen | gehdért zur Gruppe der Kollagene, die in Form von Fasern eine wichtige
Rolle zur Stabilisierung von Bindegeweben spielen. Kollagen | Fasern bilden ein
fibrillares Netz im straffen und lockeren Bindegewebe sowie im Knochen (Viguet-
Carrin et al. 2006a; Viguet-Carrin et al. 2006b; An et al. 2004). Kollagen | ist ein
klassischer Marker fir h(MSC, der von den Zellen exprimiert wird, sobald sie auf einer
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Flache adharieren (Wexler et al. 2003; Shur et al. 2002; Zohar et al. 1997). Werden
hMSC auf Kollagen | beschichteten Oberflachen kultiviert, so ist dieser Kontakt
ausreichend, um die Zellen in Richtung der osteogenen Kaskade auszudifferenzieren
(Kundu and Putnam 2006; Liu et al. 2004).

Kollagen IV

Kollagen IV kann nur in mesenchymalen Stammzellen und unreifen Osteoblasten-
Vorlaufern nachgewiesen werden, nicht jedoch in reiferen Vorlauferzellen
(Deschaseaux and Charbord 2000; Chichester et al. 1993). Kollagen IV ist ein
spezialisiertes Kollagen der Basalmembran von Zellen. Es stellt den Befestigungsort
fir Laminin dar, welches wiederum an transmembranare Integrine bindet und so eine
Verbindung von Zellinnerem und Extrazellularmatrix herstellt (Pasco et al. 2003;
Alberts B. et al. 1998).

CD44

CD 44 gehort zur Gruppe der Oberflachenantigene, die in der Zellmembran lokalisiert
sind, und ist ein Rezeptor flr zahlreiche Liganden wie Hyaluronsauren und
Osteopontin (Conget and Minguell 1999; Pittenger et al. 1999). CD 44 (berwacht
Veranderungen der Extrazellularmatrix, die Einfluss haben auf Zellwachstum,
Uberleben der Zelle und Differenzierung (Ponta et al. 2003). CD44 ist ein etablierter
und vielfach untersuchter Marker, der zum phanotypischen Profil von hMSC gehért
(Javazon et al. 2004; Kogler et al. 2004; Tocci and Forte 2003; Hou et al. 2003;
Reyes et al. 2001). Es kann auf hMSC nachgewiesen werden, sobald mesenchymale
Stammzellen auf einer Oberflache adhéarieren (Wexler et al. 2003; Shur et al. 2002;
Zohar et al. 1997).
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1.3. Bildakquisition

Die gleichzeitige Erfassung mehrerer Antigene bzw. Fluorochrome stellt besondere
Anspriche an die Mikroskopie und die nachfolgende Bildauswertung.

Ziel der Bildakquisition war der eindeutige Nachweis aller vier verwendeten
Fluorochrome und der Kernfarbung. Dabei sollte einerseits die Existenz der
Antigene, andererseits ihr Verteilungsmuster und ihre Lokalisation innerhalb bzw.
auBerhalb der Zelle nachgewiesen und dokumentiert werden. Zur besseren
Beurteilbarkeit dieser Kriterien kamen computergestitzte Methoden zum Einsatz.

1.3.1. Auftrennung durch Filter

Zur Exzitation und Emission von Fluoreszenzlicht wird fir jedes Fluorochrom Licht
einer definierten Wellenlange bendtigt. Um stérende Wellenldngen zu blocken,
wurden verschieden Filter verwendet. Diese waren entweder Einzelfilter, die
spezifisch Licht fir ein Fluorochrom/Farbspektrum selektieren oder Band-Filter, die

fir mehrere Fluorochrome/Farbspektren geeignet sind.

1.3.2. Auftrennung durch Spektralanalyse

Bei Mehrfachfarbungen gelingt die Abgrenzung der einzelnen Farben mit bloBem
Auge oftmals nicht mehr. Einerseits kommt es durch Uberlagerung
verschiedenfarbiger Fluorochrome zu Mischfarben. Andererseits sind eng
beieinander liegende Farbspekiren (z.B. rot und orange) schwierig voneinander
abzugrenzen. Um dennoch einen gesicherten Nachweis aller verwendeten
Fluorochrome bieten zu kdnnen, wurde die Spektralanalyse zur Hilfe genommen.
Diese errechnet das Wellenspektrum eines jeden Pixels innerhalb eines definierten
Bereichs. Dadurch ist es mdglich Wellenlangenunterschiede von 10nm aufzutrennen,
eine Leistung, die mit dem bloBen Auge nicht moglich ist (Malik et al. 1996).

Das Verfahren kombiniert zwei Techniken, CCD-Imaging und Spektralanalyse. CCD-
Imaging erzeugt detaillierte Bilder eines Objekts in schwarz-wei3 mit Hilfe einer
digitalen Kamera. Die Spektralanalyse hingegen analysiert das Bild Pixel fir Pixel,
misst die zugehdérigen Wellenspektren und stellt sie als Graphen dar. Damit ist das
Wellenspektrum fur jeden Pixel des Bildes bekannt (Rothmann et al. 1998; Malik et
al. 1996). Durch linear unmixing (Zuweisung von Falschfarben zu bestimmten
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Wellenlangen) kénnen nun auch geringe Farbunterschiede mit bloBem Auge erkannt
werden. AuBerdem kann auch in Mehrfachfarbungen jedes Fluorochrom einzeln
dargestellt werden, um die Lokalisation besser beurteilen zu kbnnen

Dieses Verfahren ist flr die Chromosomenanalyse bei genetischen oder
tumorbedingten Chromosomenaberrationen seit langem etabliert (Schrock et al.
2006; Belaud-Rotureau et al. 2003; Schrock et al. 1996). Mit ,multicolor fluorescence
in situ hybridisation® kénnen bis zu 24 verschiedene Fluorochrome detektiert und
sichtbar gemacht werden (Schrock and Padilla-Nash 2000; Macville et al. 1997).

Abb. 1.1 erlautert noch einmal das zu Grunde liegende Verfahren.

Der Einsatz dieses Verfahrens zur Charakterisierung von Zellen auf Einzelzellebene
ist hingegen eine aktuellere Entwicklung. Wir présentieren daher einen neuen
Ansatz zur Charakterisierung von mesenchymalen Stammzellen durch Etablierung

einer Vierfach-Immunfluoreszenz und anschlieBender Spektralanalyse.
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Oktober 2006)
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1.4. Aufgabenstellung

Humane mesenchymale Stammzellen sind auf Grund ihrer Fahigkeit zur
Selbstreplikation  und  ihrer  Differenzierbarkeit in  mesenchymale und
keimblattiiberschreitende Zelltypen von groBer Bedeutung bei der Herstellung von
Gewebeersatz im Rahmen des tissue engineering. Entscheidend ist hierfir die
Identifikation der Zellen mit dem gr6Bten Differenzierungspotential, ohne vorherige
Ausdifferenzierung. Da eine Identifizierung mittels eines spezifischen Markers bis
heute nicht gelungen ist, sollte mit dieser Arbeit eine Methode entwickelt werden, die
es ermdglicht, Uber gleichzeitige Markierung mehrerer Antigene ein Farbeprofil auf
Einzelzellniveau zu erstellen.

Als Nachweismethode wurde die Immunfluoreszenz gewéahlt. Sie erlaubt nicht nur
eine Beurteilung der Zellen auf Einzelzellniveau, sondern auch eine Beurteilung des
Farbemusters und der Lokalisation. So kénnen zusatzlich Unterschiede in der
Antigenexpression einzelner Zellen beurteilt werden. Durch die anschlieBende
Bearbeitung mit computergestitzten Untersuchungsverfahren sollten die Ergebnisse
fir das menschliche Auge sichtbar gemacht werden. Zur Analyse und besseren
Darstellung der Fluorochromfarben wurde erstmalig das Programm SpectraCube
(ASI, Israel) angewendet. Dabei wird ein spektrales Bild erzeugt, die Wellenlangen
fir jeden einzelnen Pixel werden durch linear unmixing bestimmt und durch

Falschfarbenzuweisung fir das menschliche Auge sichtbar gemacht.
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2. Material und Methode

2.1. Zellkultur

2.1.1. Zellen und Medien

Humane mesenchymale Stammzellen wurden von der Firma CAMBREX, USA
bezogen und entsprechend den Herstellerangaben kultiviert. Die Zellen wurden
durch  Dichtegradientenzentrifugation aus Knochenmarksaspiraten gesunder
Spender gewonnen. Der Nachweis, dass es sich um Stammzellen handelt, wurde mit
Hilfe von Differenzierungsassays in Richtung der chondroblastéren, adipogenen und
osteoblastaren Linie erbracht. Des weiteren wurde durch den Nachweis
verschiedener Oberflachenantigene ausgeschlossen, dass es sich um Zellen der

hamatogenen Linie handelt (Pittenger et al. 1999).

2.1.2. Zellkulturbedingungen

Die Zellen wurden in einem Brutschrank (Jouan, Frankreich) bei 37°C und 5% CO:
gezlchtet. Die Kultivierung erfolgte in Kulturflaschen T75 (Nunc, USA) bei einer
Anfangskonzentration von ca. 5000 Zellen/cm?. Als Medium fiir die Zellkultur wurde
Dulbecco Modified Eagle Medium (Gibco BRL, Deutschland) verwendet, welches als
etabliertes Medium fir mesenchymale Stammzellen gilt (Otto and Rao 2004). Ein
Wechsel fand alle 3 bzw. 4 Tage statt. Bei einer Zellkonfluenz von ca. 90% erfolgte
eine Passagierung der Zellen. Daflir wurden die Zellen ca. 5 Minuten bei 37°C mit
Trypsin/EDTA-L6sung (Cambrex, USA), geldst in PBS (phosphate buffered saline,
Merck, Deutschland), inkubiert. Nach Ablésung der Zellen wurde 3ml Medium zur
Neutralisierung des Trypsins zugegeben. Diese Suspension wurde anschlieBend bei
600G fir 5min zentrifugiert (Zentrifuge, Jouan, Frankreich) und der Uberstand wurde
abgenommen. Danach wurden die Zellen in Medium resuspendiert und auf
Kulturflaschen T75 (Nunc, USA) verteilt.

Alle Arbeitsschritte fanden unter sterilen Arbeitsbedingungen unter einer Arbeitsbank
Antares (Biohit, Deutschland) statt, welche Uber einen kontinuierlichen laminaren
Luftstrom verfligte.
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2.2. Immunfluoreszenz

2.2.1. Immunfluoreszenzmarkierungen

Far die Immunfluoreszenzfarbungen wurden die Zellen vor Erreichen der siebten
Passage von den Kulturflaschen auf Glasobjekttrager transferiert. Dazu wurden sie
trypsiniert und zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet so resuspendiert,
dass fiir jeden Objekttrager 0,8ml Lésung mit 0,8 x10° Zellen vorhanden waren. Der
jeweilige Anteil der Resuspension wurde auf sterile, unbeschichtete Glasobjekttrager,
die sich in Quadriperm-Schalen (Schubert, Deutschland) befanden, aufgebracht. Die
Zellen adharierten Gber Nacht, bevor sie am nachsten Tag fixiert wurden. Dazu
wurde das Uberschissige Medium abgeklopft, und die Zellen in PBS (phosphate
buffered saline, Merck, Deutschland) gewaschen. AnschlieBend erfolgte die
Fixierung durch Eintauchen der Glasobjekttrager in Methanol (Merck, Deutschland)
bei —20°C fur 8 Minuten. Durch erneutes Waschen in PBS wurden eventuelle Reste
des Methanols entfernt.

Um die Glasobjekttrager mit einem Fettstift (Dako, Deutschland) in verschiedene
Felder zu unterteilen, mussten die Objekttrager komplett getrocknet sein. Es erfolgte
eine Einteilung der Glasobjekitrager in 8 Felder. Dadurch war es mdglich auf einem
Objekttrager Mehrfachmarkierungen, Positivkontrollen der Einfachfluoreszenzen und
Negativkontrollen aufzutragen. AnschlieBend wurden die Objekttrager in PBS
(phosphate buffered saline, Merck, Deutschland) rehydriert, um die Proteinstruktur
wieder herzustellen.

Ein Blockier-Schritt diente dem Absattigen unspezifischer Bindungsstellen flr die
Sekundarantikérper. Dazu wurde Esel-Serum (Dianova, Deutschland), entsprechend
der Herkunftsspezies der Sekundarantikdrper, mit PBS auf 1:20 verdinnt, fir eine
Stunde auf die Zellen aufgebracht. Fir diesen Schritt, sowie flr alle Farbeschritte,
wurden die Zellen in einer abgedunkelten Feuchtkammer bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach dem Blocken erfolgte kein Waschschritt, sondern die Objekttrager
wurden nach dem Abklopfen des Blockingserums direkt mit dem Primarantikérper
inkubiert.

Far die Inkubation mit den Primarantikérpern wurden alle verwendeten Antikdérper in
ihrer entsprechenden Verdinnung mit PBS gemischt (n&here Information zur
Anwendungskonzentration siehe Tabelle 1) und auf die verschiedenen Felder

aufgetragen (fir genauere Angaben zu den Primar- und Sekundarantikkdrpern z.B.
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zu Antikorpertyp, der Herstellungsspezies, den verwendeten Fluorochromen und
dem Hersteller siehe Tabelle 1 und 2). Nach einer halbstindigen Inkubation wurden
Antikdrperiberstande durch Waschen mit PBS entfernt.

Die Sekundarantikérper waren gegen die Tierart gerichtet, in der der jeweilige
Primarantikbrper hergestellt worden war. So wurde z.B. fir den Fibronectin-
Primarantikérper, der in der Maus erzeugt worden war, ein Sekundarantikérper
verwendet, der gegen Mausproteine gerichtet war.

AuBerdem waren alle verwendeten Sekundéarantikdrper so gewahlt, dass sie in der
selben Spezies (Esel), hergestellt worden waren. Dadurch war es maoglich, bei
Mehrfachmarkierungsschritten alle Sekundarantikérper in einem Farbeschritt
aufzutragen, ohne Kreuzreaktionen der Sekundarantikkdrper untereinander
befirchten zu muissen. Da mit Ratte und Maus Primarantikbrper aus sehr nah
verwandte Spezies ausgewahlt worden waren, muBten diese Antikdrper gegen die
jeweils andere Art adsorbiert sein. Das heiBt Sekundarantikdrper aus der Ratte, die
auf M&useantigene reagiert hatten, waren durch entsprechende Reinigung vom
Hersteller entfernt worden. Zusatzlich waren die Sekundarantikbrper gegen
Kaninchen und Ziege adsorbiert. Somit konnten Kreuzreaktionen auf Grund von
Artverwandtschaften reduziert werden.

Die Inkubation mit den Sekundarantikérper erfolgte nach dem gleichen Verfahren,
wie das der Primarantikérper (nadhere Informationen zur Anwendungskonzentration
siehe Tabelle 2).

Zur Uberpriifung der Spezifitat der Antikdrper wurden sowohl Positiv- als auch
Negativkontrollen durchgefiihrt. Fir die Negativkontrolle wurden auf einem Feld statt
Primarantikbrper PBS und anschlieBend alle Sekundarantikérper aufgetragen. So
konnte sichergestellt werden, dass ein Sekundarantikérper keine Hintergrundfarbung
besaB. Des weiteren wurden zur Positivkontrolle bei Mehrfachfarbungen alle
verwendeten Antikdrper auch in Einfachfaroungen mitgefarbt, um die Farbemuster
vergleichen zu kénnen.

Um alle Zellkerne sichtbar zu machen, wurde im Anschluss an die
Antikérperfarbungen eine Kernfarbung mit 4',6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)
(MolecularProbes, Deutschland) durchgefiihrt. DAPI lagert sich an die DNS im
Zellkern und farbt das Zytoplasma der Zelle nicht an.
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Fir die Farbung wurde DAPI mit PBS auf 1:5000 verdinnt und fir 2 Minuten auf die
Objekttrager aufgetragen und anschlieBend mit PBS entfernt. Durch dieses
Verfahren wurde eine flnfte Fluoreszenz erzeugt.

Im Anschluss an die Immunfluoreszenzmarkierung sollte die Fluoreszenz durch
Eindecken moglichst langfristig vor dem Austrocknen geschitzt werden und die
Intensitat der Farbungen erhalten bleiben. Als Eindeckmedium wurde ProlLong
(Molecular Probes, Invitrogen, Deutschland) verwendet, ein hydrophiles,
polymerisierendes Eindeckmedium, welches die Zellen sicher vor der Austrocknung
schitzte und ein Verrutschen des Deckglaschens auch bei Verwendung von Olffiltern
zuverlassig verhinderte. Zuséatzlich beinhaltete es einen Inhaltsstoff, welcher ein
Verblassen der Farbungen auch Uber einen Zeitraum bis zu 6 Monaten verhinderte.
ProLong wurde entsprechend den Herstellerangaben (siehe Anhang: Protokoll
Immunfluoreszenz) vorbereitet und zwischen Objekitrager und Deckglaschen
eingeflllt. Zur Aushéartung wurden die Objekttrager Uber Nacht im Kihlschrank

aufbewabhrt.

2.2.2. Anwendungskonzentration der verwendeten Antikorper

Antigen Antikorper Verdiinnung |Spezies Hersteller,
Katalog-Nr.
Kollagen | Col | 1:5 Kaninchen | Chemicon, USA
Anti-human Nr. AB745
Kollagen IV Col IV 1:5 Ziege Accurate
Anti-human Chemical, USA
Nr. YMPS063
Fibronectin HFN7.1 1:5 Maus DSHB, USA
Anti-human Nr. HFN7.1
CD44 Hermes — 1 1:5 Ratte DSHB, USA
Anti-human Nr. Hermes - 1

Tabelle 1: Produktinformation aller verwendeten Primarantikdrper
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Antigen Antikorper Verdiinnung Spezies Hersteller,
Katalog-Nr.
Anti-Maus Conjugatedto | 1:50 Esel Dianova,
lgG Texas Red Deutschland
Nr. 715-075-151
Anti-Ratte Conjugatedto | 1:25 Esel Dianova,
lgG AMCA Deutschland
Nr. 712-155-153
Anti-Kaninchen |Conjugatedto |1:25 Esel Dianova,
lgG Fluorescin Deutschland,
(FITC) Nr. 711-095-152
Anti-Ziege Conjugatedto | 1:250 Esel Molecular Probes,
lgG Alexa 546 Deutschland
Nr. A-11056

Tabelle 2: Produktinformation aller verwendeten Sekundarantikdrper

2.3. Mikroskopie und Bildauswertung

Zur Auswertung der Fluoreszenz wurden die Mikroskope Axoiskop 2 FS Plus mit
Quecksilberdampflampe HBO 103 Watt (Zeiss, Deutschland) und Axioskop (Zeiss,
Deutschland) verwendet. Die Fluoreszenzen wurden mit Filter #40 (Zeiss,
Deutschland) und mit Standardfiltersets #01, #10, #15 (Zeiss, Deutschland)
ausgewertet. Zur Auswertung von Mehrfachfluoreszenzen wurden die
Trippelbandfilter AHF 61002 (AHF, Deutschland) und SKY (ASI, Israel), sowie das
Standardfilterset #01 benutzt (weitere Informationen zu den verwendeten Filtern
siehe Tabelle 3). Die Aufnahmen wurden mit einem 40-fach Objektiv "Achroplan”
40x/0,8 W ohne Ol (Zeiss, Deutschland) betrachtet. Die Mikroskope standen im
abgedunkelten Raum um zuséatzliche Ausbleichung der Objekttrager zu vermeiden
und um die Fluoreszenzsignale besser auswerten zu kénnen.

Die Bildakquisition erfolgte mit einer konventionellen Digitalkamera Cybershot DSC
S75 (Sony, Japan). Die Aufnahmen wurden im Nachtmodus fotografiert, in welchem
auch schwache Fluoreszenzsignale aufgenommen werden konnten. Zur Akquisition
der Spektralanalyse wurde eine CCD-Kamera CCD 5880-C (Hamamatsu, Japan)

verwendet.
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2.3.1. Mikroskope

FOr die Auswertung von Immunfluoreszenz wird energiereiches Licht aller
Wellenlangen benétigt. Daher verfugen die Mikroskope zumeist  Uber
Quecksilberdampflampen oder Xenondampflampen (im Spektralmikroskop), da diese
ein kontinuierliches Lichtspektrum besitzen (siehe Abbildung 2.1, 1.). Dieses Licht
wird mit Hilfe eines Anregungsfilters (siehe Abbildung 2.1, 2.) auf die Wellenlange
reduziert, die zur Anregung der Fluorochrome benétigt wird. Uber einen Teilungsfilter
(siehe Abbildung 2.1, 4.) wird einerseits das Anregungslicht zum Pr&parat reflektiert,
andererseits wird das Fluoreszenzlicht, das vom Prdparat ausgesendet wird, zum
Okular frei durchgelassen. Der Spertrfilter (siehe Abbildung 2.1, 3.) dient dazu, Licht
das vom Praparat reflektiert wird oder welches nicht spezifisch fur das verwendete
Fluorochrom ist, herauszufiltern. Die Auswertung (siehe Abbildung 2.1, 5.) erfolgt
entweder direkt Gber das Okular oder tber eine Kamera (Spektral oder Digital).

Prinzip der
Auflicht-Fluoreszenz

Filterblock

Lichtogus=lle

— Sperrfilter

Dichromaltischer

,_.+,_,-
#_,ﬁf” Strahlteiler
%
|
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Abb 2.1: Schema eines Fluoreszenzmikroskops (aus ,Fluoreszenzmikroskopie“, Homepage der
Firma ,Optische und elektronische Gerate Julich*, Deutschland, www.juelich-bonn.com, Oktober
2006)
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2.3.2. Spektrale Bildauswertung

Weiterhin erfolgte eine spektrale Analyse mit Hilfe eines Sagnac Interferometers
Spectra Cube SD-200 (Applied Spectral Imaging (ASI), Israel). Wéahrend das
menschliche Auge erst Wellenlangenunterschiede von mehr als 30nm wahrnimmt, ist
die Spektralanalyse in der Lage Wellenlangenunterschiede von 10nm zu detektieren
(Rothmann et al. 1998; Malik et al. 1996). Das System bestand aus einem
Mikroskop Axioskop 2FS (Zeiss, Deutschland), einer CCD-Kamera CCD 5880-C
(Hamamatsu, Japan), einem Sagnac-Interferometer SpectraCube (ASI, Israel) und
einem Computer ausgerUstet mit der Software SpectraView (ASI, Israel).

Aufnahmen mit dem Sagnac Interferometers wurden mit einem 40fach Objektiv (Ol)
hergestellt. Die Funktion des Interferometers beruht auf folgendem Prinzip (siehe
Abb 2.2): Der Lichtstrahl, der von einem ausgewahlten Bereich des Objekttragers
(2.2, 1.) kommt, wird von einem Strahlenteiler (2.2, 2.) in unendlich viele Strahlen
aufgeteilt. Ein System von Spiegeln (2.2, 3.) schickt die verschiedenen Strahlen Uber
unterschiedlich lange Wege, um sie am Ende mit einem Gangunterschied wieder
zusammenzulagern. Dieser Optical Path Difference (OPD) ist abhangig vom
Langenunterschied der zurlickgelegten Wege. Die Intensitét des Uberlagerten Strahls
wird von der CCD-Kamera (2.2, 4.) gemessen. Jede Messung wird als frame
abgespeichert. Durch Benutzung unterschiedlicher OPDs kénnen viele verschiedene
frames gespeichert werden. Dabei wird bei Anderungen des OPDs jeder Pixel neu
erfasst. Aus diesen Informationen wird anschlieBend fir jeden Pixel ein Interferogram
(2.2, 5.), eine Darstellung der Lichtintensitat bei wechselnden OPDs, erstellt.

Mit Hilfe der Fourier-Analyse (2.2, 6.) wird aus dem Interferogram die Wellenlange
fur jeden Pixel bestimmt.
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Spektrale Bildauswertung
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Abb 2.2: Prinzip der spektralen Bildauswertung (aus: ,SpectraCube”, Homepage der Firma ,,Applied
Spectral Imaging®, Israel, www.spectral-imaging.com, August 2004)

Zuerst wurden Einzelfarbungen, die als Kontrolle auf jedem Objekttrager mitgefarbt
worden waren, mit Spektralanalyse ausgewertet. Zur Bildverarbeitung und Analyse
wurde das Programm SpectraView (ASlI, Israel) verwendet. Dieses trennte das Bild
in die einzelnen reinen Spektralkomponenten auf. Die Ergebnisse wurden als
Referenz im Programm SpectraView (ASI, Israel) gespeichert, um sie anschlieBend
mit der Vierfachfarbung abzugleichen. Die Vierfachfluoreszenzen wurden mit
SpectraView bearbeitet, um die Ergebnisse flir das menschliche Auge sichtbar zu
machen. Dazu verglich das Programm die Vierfachfarbung mit den zuvor
gewonnenen  Referenzen. Die  Wellenspekiren der  Fluorochrome der
Vierfachfluoreszenz mussten fir ein positives Ergebnis mit denen der
Einfachfluoreszenz Ubereinstimmen. Das Programm ordnete dem Schwarz-WeiB-
Bild anhand der bekannten Wellenlangen entsprechende Farben zu. Des weiteren
konnten mit Hilfe des linear unmixing Falschfarben fir definierte Wellenspektren
gewahlt werden, um Wellenspektiren besser voneinander abgrenzen zu kdénnen.

Folgende Farben wurden dabei den Fluorochromen zugeordnet: rot (Texas Red),
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gelb (Kollagen 1V), grin (FITC), blau (AMCA) und hellblau (DAPI-Kernférbung).

Dargestellt wurden die Ergebnisse einmal als Ubereinanderlagerung aller Farben

und zusatzlich als Einzelbilder. Angegeben waren auch die Wellenlangen jedes

Fluorochroms.

Bereiches.

gewonnen, um die gleiche BildvergréBerung zu erzielen.

Als Positivkontrolle dienten digitale Aufnahmen des gleichen
Diese wurden mit der Digitalkamera mit einem 63fach Objektiv (Ol)

Filter Hersteller Emissions- |Exzitations- Verwendet fir
Wellenlange | Wellenlange |Fluorochrom
Filter 1 Zeiss, LP 397 BP 365 AMCA, DAPI
Deutschland
Filter 10 Zeiss, BP 515-565 |BP 450-490 FITC
Deutschland
Filter 15 Zeiss, LP 590 BP 546/12 Alexa 546, Texas Red
Deutschland
Filter 40 Zeiss, TBP 460/ BP 360/51 AMCA, DAPI, Alexa
Deutschland 520/ 600 BP 485/17 546, FITC
BP 560/18
Trippelbandfilter | ASI, Israel 500-545 465-485 FITC, Alexa 546,
SKY 580-620 555-565 Texas Red
660 630-655
Trippelbandfilter | AHF TBP BP 360/51 FITC, Alexa 546,
F61 002 Analysentechnik | 460/520/600 |BP 485/17 Texas Red, AMCA,
GmbH, BP560/18 DAPI

Deutschland

Tabelle 3.: Angaben zu den verwendeten Filtern
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2.4. Verwendete Materialien

Material Typ Hersteller
HMSC Cambrex, USA
Brutschrank IG 150 Jouan, jetzt Thermo Electron, USA

Kulturflaschen

T25, T75 flasks

Nalge Nunc. Int. USA

Trypsin EDTA Lésung CC 5012 Cambrex, USA
PBS (phosphate buffered Na*H2P0O4 H20; Merck, Deutschland
saline) Na2H2P0O4 2H20;

Na*Cl

Alkohole

Merck, Deutschland

Kulturmedium

Dulbeccos Modified Eagle
Medium

Gibco BRL, Deutschland

DAPI

4' 6-Diamidino-2-
phenylindole

Molecular Probes, Invitrogen,
Deutschland

Unkonj. Normalserum Esel

Nr. 017-000-121

Dianova, Deutschland

Kulturflaschen fiir Objekttrager

Quadriperm in vitro

Labor Schubert, Deutschland

Sterilisator

Zirbus LTA 400

Zirbus GmbH, Deutschland

Glasobjekttrager und

76x26 (AA0O0000102E)

Menzel Glaser, Deutschland

Deckgléser 60x40 (Sonderantf.)

Sterilbank Antarres 48172 Biohit, Deutschland
Analysenwaage Typ 770 Kern und Sohn, Deutschland
Schttler Typ VM4 CAT, Deutschland

Pipettierhilfe

Pipetus akku

Hirschmann Laborgerate Deutschland

Einmal-Pipettenspitzen

20, 100, 200, 1000ul

Eppendorf, Deutschland

Mikroskop

Axioskop 2FS

Carl Zeiss, Deutschland

Mikroskop

Axioskop

Carl Zeiss, Deutschland

Sagnac Inteferometer

SpectraCube SD-200

Applied Spectral Imaging, Israel

Software

SpectraView 1.6

Applied Spectral Imaging, Israel

Software

Adobe Photoshop Elements
5.1

Adobe, USA

Digitalkamera

Cybershot DSC S75

Sony, Japan

CCD Camera CCD 5880-C Hamamatsu, Japan
Fettstift fir Immunhistochemie | Dako Pen S2002 Dako, Deutschland
ReaktionsgeféaBe 1,5ml Eppendorf Eppendorf, Deutschland

Nr. 0030125.150

Eindeckmedium

ProLong Antifade Kit

Molecular Probes, Invitrogen,

P7481 Deutschland
Zentrifuge CT422 Jouan, jetzt Thermo Electron, USA
Zentrifugenrdéhrchen Nurnbrecht, Deutschland

Tabelle 4.: Liste der verwendeten Materialien
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3. Ergebnisse

Die Immunfluoreszenzmarkierungen gegen die Antigene Fibronectin, Kollagen |,
Kollagen IV und CD44 wurden unter folgenden Gesichtspunkien ausgewertet:
Verteilungsmuster (retikular, granular etc.) und Lokalisation (intra- bzw. extrazellular).
Eine Beurteilung der Intensitat war hingegen nur indirekt méglich, da beim Auftragen
der Sekundarantikérper eine Amplifikation stattfindet. Prasentiert werden die
Ergebnisse nach Anzahl der verwendeten Fluorochrome. Zusétzlich erfolgt eine
Gliederung hinsichtlich der verwendeten Filter bzw. Filtersysteme.

3.1. Einfachfluoreszenz

Die Aufnahmen der Einfachfluoreszenzen entstanden am Mikroskop Axioskop 2FS
(Zeiss, Deutschland) mit Hilfe des Filters #40 (Zeiss, Deutschland), der es erlaubt die
Fluorochrome FITC, AMCA, DAPI und Alexa 546 zu detektieren. Licht das vom
Praparat reflektiert wurde und welches nicht spezifisch fir das verwendete
Fluorochrom war, wurde mit Hilfe eines Sperrfilters (Zeiss, Deutschland)
herausgefiltert. Die Bildakquisition erfolgte mit einer Digitalkamera vom Typ Sony
Cybershot DSC S75 (Sony, Japan). Beurteilt wurden einerseits die
Einfachfluoreszenzen des jeweiligen Fluorochrom (z.B. FITC) und andererseits die
DAPI Kernfarbung. Dies erfolgte in zwei getrennten Schritten: zuerst unter
Verwendung der Sperrfiltereinstellung fur die Fluorochromfarbe und anschlieBend
unter der Sperrfiltereinstellung fir DAPI. Die beiden Bilder wurden anschlieBend im
Computer unter Zuhilfenahme des Programms Adobe Photoshop Elements 5.1
(Adobe, USA) digital Gbereinandergelagert. Fir die Einfachmarkierung von CD44 mit
DAPI war eine zweite Aufnahme nicht nétig, da beide Farben mit der selben
Sperrfiltereinstellung sichtbar waren.
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3.1.1. Einfachfluoreszenz von Fibronectin

Das Antigen Fibronectin wurde mit Primarantikérper HFN7.1 (DSHB, USA) markiert.
Der Sekundarantiképer, an den das Fluorochrom Texas Red (Dianova, Deutschland)
gekoppelt ist, bindet in einem zweiten Schritt an den Primarantikérper. Der Kern
wurde mit DAPI-Kernfarbung markiert. Fibronectin weist intrazellular ein granuléres

und extrazellular ein deutliches retikulares Verteilungsmuster auf.

Abb 3.1: Immunzytochemische Markierung gegen
Fibronectin, Sekundar-Antikérper Texas Red,
DAPI-Kernfarbung, Balken 50um



3. Ergebnisse 28

3.1.2. Einfachfluoreszenz von Kollagen IV

Das Antigen Kollagen IV wurde mit Primarantikérper Col IV (Southern Biotech, USA)
markiert. Der Sekundarantiképer, an den das Fluorochrom Alexa 546 (Molecular
Probes, Deutschland) gekoppelt ist, bindet in einem zweiten Schritt an den
Primarantikdrper. Der Kern wurde mit DAPI-Kernfarbung markiert.

Kollagen IV zeigt eine rein intrazellulare, perinukledr jedoch deutlich granulare

Fluoreszenz. Die Zellen weisen dabei inhomogene Farbintensitaten auf.

Abb. 3.2: Immunzytochemische Markierung gegen Kollagen 1V,
Sekundarantikérper Alexa 546, DAPI-Kernfarbung, Balken 50um
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3.1.3. Einfachfluoreszenz von Kollagen |

Das Antigen Kollagen | wurde mit Primarantikdrper Col | (Chemicon, USA) markiert.
Der Sekundérantikbper, an den das Fluorochrom FITC (Dianova, Deutschland)
gekoppelt ist, bindet in einem zweiten Schritt an den Priméarantikérper. Der Zellkern
wurde mit einer DAPI-Kernfarbung detektiert.

Kollagen | zeigt intrazellular ein granulares Farbemuster und extrazellular ein

retikulares Farbemuster. Alle Zellen farbten homogen an.

Abb.3.3: Immunzytochemische Markierung gegen Kollagen |,
Sekundarantikérper FITC, DAPI-Kernfarbung, Balken 50um
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3.1.4. Einfachfluoreszenz von CD 44

Das Antigen CD 44 wurde mit Primarantikérper Hermes-1 (DSHB, USA) markiert.
Der Sekundarantiképer, an den das Fluorochrom AMCA (Dianova, Deutschland)
gekoppelt ist, bindet in einem zweiten Schritt an den Primarantikérper. Der Kern
wurde mit DAPI-Kernfarbung markiert

CD 44 weist eine homogen Verteilung mit Betonung der Zellmembran auf. Die
Emissionswellenlange von AMCA betragt 444nm, die von DAPl 463nm. Das
menschliche Augen nimmt Wellenldangenunterschiede aber erst von einer Differenz
von mehr als 30nm war. Die Unterscheidung der Blauténe von AMCA und DAPI
gelingt nicht auf Grund des Wellenldangenunterschiedes, sondern auf Grund des

groBen Intensitatsunterschiedes der beiden Farben.

Abb 3.4: Immunzytochemische Markierung gegen CD 44,
Sekundérantikérper AMCA, DAPI Kernfarbung, Balken 50um
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3.2. Zweifachfluoreszenz
Markiert wurden die Antigene Fibronectin mit Primarantikérper HFN7.1 (DHSB, USA)

und Sekundarantikdper gekoppelt an Fluorochrom Texas Red (Dianova,
Deutschland) (Abb. 3.6) sowie Kollagen | mit Primarantikbper Col | (Chemicon, USA)
und Sekundarantikbper gekoppelt an Fluorochrom FITC (Dianova, Deutschland)
(Abb. 3.7). Des weiteren wurde eine DAPI-Kernfarbung (Abb. 3.8) durchgefihrt. Die
Bildakquisition erfolgte mit dem Filter #40 (Zeiss, Deutschland) unter Verwendung
der entsprechenden Sperrfiltereinstellung fir rot, griin und blau. Die drei Aufnahmen
der zwei Fluoreszenzen (Abb. 3.6, Abb. 3.7) und der Kernfarbung (Abb. 3.8) wurden
anschlieBend im Computer mit Adobe Photoshop Elements 5.1 (Adobe, USA) digital
uberlagert (Abb. 3.5)

Abb 3.5: Zweifachfluoreszenz, digitale Uberlagerung der Abb.3.10. — Abb.3.12.

Abb. 3.6 Abb. 3.7 Abb. 3.8

Abb 3.6: Markierung gegen Fibronectin, Sekundéarantikérper Texas Red; Abb 3.7: Markierung gegen
Kollagen |, Sekundarantikérper FITC; Abb 3.8: DAPI-Kernfarbung; Abb.3.5-Abb.3.8: Balken 50um
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3.3. Dreifachfluoreszenz

Markiert wurden die folgenden Antigene:

- Fibronectin mit Primarantikérper HFN7.1 (DSHB, USA) und Sekundarantikdper
gekoppelt an Fluorochrom Texas Red (Dianova, Deutschland) (Abb. 3.10)

- Kollagen | mit Primarantiképer Col | (Chemicon, USA) und Sekundarantikbper
gekoppelt an Fluorochrom FITC (Dianova, Deutschland) (Abb. 3.11).

- CD 44 mit Primarantikérper Hermes-1 (DSHB, USA) und Sekundéarantikérper
gekoppelt an Fluorochrom AMCA (Dianova, Deutschland) (Abb. 3.12)

Zusétzlich erfolgte eine DAPI-Kernfarbung (Abb. 3.12). Die Bildaufnahmen

entstanden mit Filter #40 (Zeiss, Deutschland) unter Verwendung der

entsprechenden  Sperrfiltereinstellungen.  Die drei  Einzelaufnahmen  der

Fluoreszenzen (Abb.3.10 - Abb. 3.12) und der Kernfarbung (Abb.3.12) wurden

anschlieBend im Computer mit Adobe Photoshop Elements 5.1 (Adobe, USA) digital

Uberlagert (siehe Abb. 3.9).
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Abb 3.10 Abb 3.11 Abb 3.12

Abb 3.10: Markierung gegen Fibronectin, Sekundarantikérper Texas Red; Abb 3.11: Markierung
gegen Kollagen I, Sekundérantikdrper FITC; Abb 3.12: Markierung gegen CD 44, Sekundarantikérper
AMCA, DAPI-Kernfarbung; Abb 3.9 - 3.12.: Balken 50um
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3.4. Vierfachfluoreszenz

3.4.1. Aufnahme mit AHF-Filter F61002 (Aufnahmen mit Digitalkamera)

Markiert wurden die folgenden Antigene:

- Fibronectin mit Primarantikérper HFN7.1 (DSHB, USA) und Sekundarantikbper
gekoppelt an Fluorochrom Texas Red (Dianova, Deutschland)

- Kollagen | mit Primarantiképer Col | (Chemicon, USA) und Sekundarantikbper
gekoppelt an Fluorochrom FITC (Dianova, Deutschland)

- CD 44 mit Priméarantikdrper Hermes-1 (DSHB, USA) und Sekundarantikdrper
gekoppelt an Fluorochrom AMCA (Dianova, Deutschland)

- Kollagen IV mit Primarantikérper Col IV (Southern Biotech, USA) und
Sekundarantikérper gekoppelt an Fluorochrom Alexa 546 (Molecular Probes,
Deutschland)

Die Zellkerne wurden mit einer DAPI-Kernfarbung detektiert. Die Vierfachfluoreszenz

wurde am Mikroskop Axioskop (Zeiss, Deutschland) unter Verwendung des

Trippelbandfilters F61002 (Firma AHF, Deutschland) und der Digitalkamera Sony

Cybershot DSC S75 (Sony, Japan) ausgewertet. Da dieser Filter geeignet ist um

Exzitations- und Emissionslicht im roten, grinen und blauen Bereich durchzulassen,

war es unser Ziel, alle flinf Spektren gleichzeitig zu detektieren, ohne eine

anschlieBende digitale Uberlagerung der Bilder durchfiihren zu miissen.

Obwohl es sich um Vierfachfluoreszenz plus DAPI-Kernfarbung handelt (Abb. 3.13

und Abb. 3.14), ist eine eindeutige Diskriminierung der vier Fluorochromfarben nicht

mehr mdglich. Sichtbar sind die griine Fluoreszenz FITC (Markierung von Kollagen

[) und die rote Fluoreszenz Texas Red (Markierung von Fibronectin). Nicht mehr

abgrenzbar sind hingegen die blaue Fluoreszenz AMCA (Markierung von CD44) und

die orangefarbene Fluoreszenz Alexa 546 (Markierung von Kollagen IV). Besonders
um den Zellkern kommt es zu einer starken Uberlagerung aller Fluorochrome, so

dass es zur Entstehung von Mischfarben, geman der additiven Farblehre, kommt.
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Vierfachfluoreszenz mit AHF-Filter F61002 (Aufnahmen mit Digitalkamera)

Abb 3.13: Vierfachimmunfluoreszenz gegen Fibronectin (Sekundérantikdrper
Texas Red), Kollagen | (Sekundéarantikérper FITC), Kollagen IV
(Sekundarantikérper Alexa 546) und CD 44 (Sekundarantikérper AMCA).
DAPI-Kernfarbung; Balken 50um; digitale Aufnahme mit AHF-Filter F61002.

Mit bloBen Auge sind die Fluorochrome Texas Red (rot) und FITC (grlin) zu sehen.
Die Fluorochrome Alexa 546 (orange) und AMCA (blau) lassen sich hingegen nicht
eindeutig ausmachen.

Abb. 3.14.: vergréBerter Ausschnitt aus Abb.3.13., Balken 50um
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3.4.2. Vierfachfluoreszenz aufgenommen mit Filter #01, #10, #15 (Digitalaufn.)

Da eine Auftrennung in die vier Fluorochromfarben unter Verwendung des Filter AHF
61002 nicht méglich war (Abb. 3.13), wurde derselbe Bildausschnitt mit spezifischen
Filtern fUr jedes einzelne Fluorochrom analysiert. Diese bieten ein begrenztes
Emissions- bzw. Exzitationswellenspektrum und eignen sich daher fir eine
filtergestltzte Auftrennung der vier Fluorochrome. Filter #01 (Abb.3.21) bietet dabei
eine Anregung im blauen, Filter #10 (Abb.3.20.) im griinen und Filter #15 (Abb.3.19.)
im roten Bereich.

Die blaue Fluoreszenz von AMCA, die davor durch andere Fluorochrome Uberlagert
war, ist nun sichtbar (Abb.3.21.). Die Abgrenzung zu DAPI beruht jedoch nach wie
vor auf dem groBen Intensitatsunterschied.

Eine Diskriminierung zwischen der roten Fluoreszenz von Texas Red und der
orangefarbenen von Alexa 546 (Abb.3.19.) gelingt nicht.

Da die Emissionswellenlange zwischen dem Fluorochrom Texas Red (613nm) und
Alexa 546 (603nm) bzw. zwischen AMCA (444nm) und DAPI (463nm) weniger als
30nm betragt, ist eine weitere Auftrennung mit filtergestitzten Analyseverfahren und

bloBem Auge nicht mdglich.
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Vierfachfluoreszenz aufgenommen mit Filter #01, #10, #15 (Digitalaufn.)

Abb 3.15: Vierfachimmunfluoreszenz gegen Fibronectin (Sekundarantikérper
Texas Red), Kollagen | (Sekundarantikérper FITC), Kollagen IV
(Sekundérantikdrper Alexa 546) und CD 44 (Sekundarantikérper AMCA).
DAPI-Kernfarbung; Balken 50um; digitale Aufnahme mit Filter F61002

Abb 3.16 Abb 3.17 Abb 3.18

Abb 3.16: Filter #15, Markierung gegen Fibronectin (Sekundarantikdrper Texas Red) und Kollagen IV
(Sekundérantikérper Alexa 546). Differenzierung mit bloBem Auge nicht méglich; Abb 3.17: Filter #10,
Markierung Markierung gegen Kollagen |, Sekundarantikérper FITC; Abb 3.18:Filter #01, Markierung
gegen CD 44, Sekundarantikérper AMCA; Abb.3.16. — Abb.3.18.: Balken 50um



3. Ergebnisse 38

3.4.3. Vierfachfluoreszenz mit AHF-Filter F61002 - Spektralanalyse

Um die Fluorochrome trotz ihrer geringen Wellenlangeunterschiede differenzieren zu
kénnen, wurde derselbe Bildausschnitt durch Spektralanlyse untersucht. Das System
bestand aus Mikroskop Axioskop 2FS (Zeiss, Deutschland), AHF Filter F61002
(AHF, Deutschland), CCD-Kamera (Hamamatsu, Japan) und Sagnac Inteferometer
(ASI, Israel).

Im Vergleich zu der digitalen Aufnahme (Abb 3.13) bietet die spekirale Aufnahme
(Abb 3.19) keine neuen Informationen. Um die vier Fluorochrome fir das
menschliche Auge sichtbar zu machen, wurde der Bildausschnitt mit Hilfe des
Computerprogrammes  SpectraView  (ASIl, Israel) analysiert, und die
Fluorochromfarben durch Falschfarben ersetzt und einzeln dargestellt. Die
verwendeten Farben haben dabei Wellenspektren, die fir das menschliche Auge
einfach aufzutrennen sind. Es wurden folgende Falschfarben verwendet:

- Fibronection/ Texas Red: rot

- Kollagen IV/ Alexa 546: gelb

- Kollagen I/ FITC: griin

- CD 44/ AMCA: dunkelblau

- DAPI: hellblau

Erst die Einzeldarstellungen (Abb 3.20.—Abb 3.24) mit Falschfarben zeigen nach
Analyse mit der Referenzbibliothek aus den Einfachfluoreszenzen, dass es sich um 5
unterschiedliche Fluorochrome handelt.

Bei naherer Betrachtung der Fluorochrome Alexa 546 (Abb 3.21) und Texas Red
(Abb 3.20) sowie der zugehdrigen Wellenspekiren (Abb 3.25) fallt auf, dass eine
Trennung der Farben nicht zufriedenstellend gelingt. Das Wellenspektrum von Alexa
546 ist im Vergleich zu Literaturangaben (603nm, ((Zeiss Deutschland 2006)) nach
rechts, hin zu langeren Wellenspekiren (620nm) verschoben. Dies macht eine
Differenzierung zu Texas Red (620nm im Vergleich zur Literatur 613nm (Zeiss
Deutschland 2006)) schwierig.

Auch bei AMCA (444nm, (Zeiss Deutschland 2006)) kommt es zu einer
Verschiebung hin zu langeren Wellenspekiren (460nm), was eine Auftrennung zu
DAPI (463nm) behindert. Die Analyse der blauen Fluoreszenz gelingt mit diesem
Filter nicht.
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Abb 3.19.: Vierfachfluoreszenz, mit AHF-Filter 61002, spektrale Uberlagerung

Abb 3.20
n-/ e e

Abb 3.23 Abb 3.24 Abb 3.25

Abb 3.22

1

Abb 3.20: Markierung gegen Fibronection, Sekundarantikérper Texas Red, Falschfarbe rot; Abb 3.21:
Markierung gegen Kollagen 1V, Sekundarantikdrper Alexa 546, Falschfarbe gelb; Abb 3.22:
Markierung gegen Kollagen |, Sekundarantikérper FITC, Falschfarbe griin, Abb 3.23: Markierung
gegen CD 44, Sekundérantikdérper AMCA, Falschfarbe dunkelblau; Abb 3.24: DAPI — Kernfarbung,
Falschfarbe hellblau; Abb 3.25: Wellenspekiren aller fiinf detektierten Fluorochrome; Abb.3.19 —
Abb.3.24: Filter AHF 61002, Balken 50um
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3.4.4. Vierfachfluoreszenz aufgenommen mit Filter SKY (Spektralaufnahme)

Um eine Auftrennung von Alexa 546 und Texas Red zu ermdglichen, wurde eine
weitere Aufnahme mit dem Trippelbandfilter SKY (ASI, Israel) fur grine, rote und
infrarote Spektren erstellt. Dazu wurde verwendet: Mikroskop Axioskop 2FS (Zeiss,
Deutschland), Trippelbandfilter SKY (ASI, Israel), CCD-Kamera (Hamamatsu,
Japan), Sagnac Inteferometer SpectraCube (ASI, Israel) und Computerprogramm
SpectraView (ASlI, Israel). Es wurden die schon zuvor verwendeten Falschfarben
zugeordnet.

Die beiden Fluorochrome Texas Red und Alexa 546 lassen sich mit dem SKY Filter
deutlich differenzieren. Lokalisation und Verteilungsmuster entsprechen denen der
Einzelfarbungen (Abb 3.1 — Abb 3.2).

Das Wellenspektrum von Alexa 546 (Abb 3.30) liegt jetzt bei 600nm und das
Wellenspektrum von Texas Red bei 610nm. Dies entspricht den Literaturangaben
(Zeiss Deutschland 2006) und ermdglicht eine exakte Differenzierung der beiden
Fluorochrome.

Die griine Fluoreszenz FITC (Abb 3.29) zeigte die erwartete Farbung, Lokalisation
und das erwartete Wellenspektrum; 522nm im Vergleich zur Literatur von 517nm
(Zeiss Deutschland 2006).

Eine Analyse von AMCA und DAPI ist auf Grund der Exzitations- und

Emissionswellenlangen dieses Filters nicht méglich.
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Abb 3.27 Abb 3.28 Abb 3.29
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Abb 3.30

Abb 3.27: Markierung gegen Fibronection, Sekundarantikérper Texas Red, Falschfarbe rot; Abb 3.28:
Markierung gegen Kollagen IV, Sekundarantikdrper Alexa 546, Falschfarbe gelb; Abb 3.29:
Markierung gegen Kollagen |, Sekundarantikérper FITC, Falschfarbe griin; Abb 3.30: Wellenspektren
aller drei detektierten Fluorochrome; Abb.3.26 — Abb.3.29: Filter SKY, Balken 50um
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3.4.5. Vierfachfluoreszenz aufgenommen mit Filter #01 (Spektralaufnahme)

Zur Darstellung von CD44 und DAPI wurde eine weitere Aufnahme unter
Verwendung des Filters #01 (Zeiss, Deutschland) erstellt. Das System bestand aus
Mikroskop Axioskop 2FS (Zeiss, Deutschland), Filter #01 (Zeiss, Deutschland), CCD-
Kamera (Hamamatsu, Japan), Sagnac Inteferometer SpectraCube (ASI, Israel) und
Computerprogramm SpectraView (ASI, Israel).

Nach spekiraler Analyse und Zuweisung von Falschfarben zeigten sich die
gewlnschten Ergebnisse. Sowohl AMCA als auch DAPI zeigen die aus
Einzelfarbungen  bekannten  Lokalisationen und  Verteilungsmuster. Das
Wellenspektrum von AMCA lag dabei bei 450nm (Literatur: 444nm (Zeiss
Deutschland 2006) und das von DAPI bei 470nm (Literatur: 463nm (Zeiss
Deutschland 2006). Diese Differenz ist ausreichend zur computergestitzen
Separation.
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Abb 3.31: Vierfachfluoreszenz, mit Filter #01, spektrale Uberlagerung

(| S S
400 40 40 52 560 600 G40 680 |

Abb 3.32 Abb 3.33 Abb 3.34

Abb 3.25: Wellenspektren der beiden detektierten Fluorochrome; Abb 3.33: Markierung gegen CD 44,
Sekundarantikérper AMCA, Falschfarbe dunkelblau; Abb 3.34: DAPI — Kernfarbung, Falschfarbe
hellblau;; Abb.3.31, Abb 3.33, Abb 3.34: Filter #01, Balken 50um
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3.4.6. Ubersichtstafel aller Spektralaufnahmen mit Filter SKY und Filter #01

Abb 3.35

A

Abb 3.39

Abb 3.36

Abb 3.35: Vierfachfluoreszenz mit Filter SKY, spektrale Uberlagerung; Abb 3.40
Abb 3.36: Vierfachfluoreszenz mit Filter #01, spektrale Uberlagerung;
Abb 3.37 — Abb 3.39: Filter SKY; Abb 3.37: Markierung gegen
Fibronection, Sekundarantikérper Texas Red, Falschfarbe rot;

Abb 3.38: Markierung gegen Kollagen IV, Sekundarantikérper

Alexa 546, Falschfarbe gelb; Abb 3.39: Markierung gegen Kollagen |,
Sekundarantikérper FITC, Falschfarbe griin; Abb 3.40 — Abb 3.41:
Filter #01; Abb 3.40: Markierung gegen CD 44, Sekundérantikdrper
AMCA, Falschfarbe dunkelblau; Abb 3.41: DAPI — Kernfarbung,
Falschfarbe hellblau; Abb.3.35 — Abb.3.41: Balken 50um

Abb 3.41
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4. Diskussion

4.1. Identifikation von mesenchymalen Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen sind eine der interessantesten adulten Stammzellen.
Sie kénnen einfach isoliert, kultiviert und manipuliert werden. Dies macht sie
besonders interessant flr tissue engineering und Zelltherapie (Gangji et al. 2004;
Chen et al. 2004; Zhang et al. 2004; Fuchs et al. 2003). Die aus dem Knochenmark
isolierten Zellen sind jedoch keineswegs eine homogene Zellpopulation, sondern
vielmehr ein heterogenes Zellgemisch mit Unterpopulationen, welche morphologisch
als auch immunzytochemisch unterschieden werden kdnnen (Vogel et al. 2003; Hung
et al. 2002; Colter et al. 2001; Conget et al. 2001). Diese Heterogenitat hat nicht nur
zu einer Vielzahl an Namen geflhrt, sondern auch, je nach Arbeitsgruppe, zu
unterschiedlichen phanotypischen Eigenschaften. Kultivierte hMSC sind in der
Vergangenheit ausflhrlich analysiert worden, sowohl morphologisch als auch in
Hinsicht auf Oberflachen- oder molekulare Marker. Bisher war jedoch keiner dieser
Ansatze ausreichend, um diese Zellen adaquat zu definieren, sprich eindeutig von
anderen Differenzierungsstufen oder Zelltypen abzugrenzen (Beyer and da Silva
2006). Die gangigste Definition ist daher nach wie vor ihre Fahigkeit zur
Selbstreplikation und ihre Differenzierbarkeit in Zelltypen der mesenchymalen Reihe
(Kogler et al. 2004; Niemeyer et al. 2004). Dafur werden die Zellen unter
Verwendung etablierter Protokolle und spezifischer Medien zu Osteoblasten,
Chondroblasten und Adipozyten ausdifferenziert und nachgewiesen (Pittenger et al.
1999). Die Kkultivierten Zellen weisen dabei groBe Unterschiede in ihrer
Differenzierbarkeit auf. Standardanalysen nach Ausdifferenzierung zeigen ein
pluripotentes Verhalten, wobei die Zellen entweder tri-potent (osteogene, adipogene
und chondrogene Differenzierbarkeit) (De Ugarte et al. 2003) oder sogar multipotent
(hepatogene, neurale Differenzierbarkeit) (Anjos-Afonso et al. 2004) sind. Klonale
Analysen der gleichen Zellen ergaben hingegen, daB nur ein Drittel aller Zellen
pluripotent sind, wahrend der GroBteil Uber uni- bzw bi-potente Differenzierbarkeit
verfigt (Muraglia et al. 2000; Digirolamo et al. 1999). Um jedoch hMSC fiir tissue
engineering nutzen zu kdnnen, missen sie ohne Ausdifferenzierung charakterisiert

werden und multipotente Zellen missen zuverlassig identifiziert werden kénnen.
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Ausfihrliche Untersuchungen wurden durchgefihrt, um ein spezifisches Profil ihrer
Genexpression zu erstellen. Dabei wurden Verédnderungen in der Genexpression im
Verlauf der Differenzierung in Richtung der osteogenen (Doi et al. 2002),
chondrogenen (Qi et al. 2003; Sekiya et al. 2002) und adipogenen Reihe (Sekiya et
al. 2004; Nakamura et al. 2003) analysiert. Andere Forschungsgruppen untersuchten
verschiedene Populationen von hMSC auf Unterschiede in ihrem Genprofil (Lee et al.
2004b; Jiang et al. 2002b; Majumdar et al. 1998). Ein neuerer Ansatz ist die
Erstellung von DNA-Microarrays, die die RNA Menge bestimmter Gene
nachzuweisen. Die Gruppe um Wagner hat hierbei ausfihrlich die Genexpression
von hMSC aus verschiedenen Quellen (Knochenmark, Fettgewebe und Nabelschnur)
und ausdifferenzierten Fibroblasten untersucht. Auch diese Studie konnte keine
eindeutigen Kriterien fur die Identifizierung von hMSC festlegen (Wagner et al. 2005).
Den oben genannten Verfahren ist gemeinsam, dass sie eine Zellpopulation als
Ganzes analysieren, sprich die Zellen lysieren und homogenisieren. Nachteilig ist
hierbei, dass heterogene Zellpopulationen wie hMSC nicht weitergehend analysiert
werden kénnen. Es kénnen keine Aussagen auf Einzelzellebene oder gar Uber die
Lokalisation von Antigenen getroffen werden.

Ein weiterer Ansatz zur Analyse besteht in der unterschiedlichen Morphologie dieser
Zellen. Wie in der Literatur beschrieben fanden sich in unseren Zellkulturen groBe,
flache und lange, spindelférmige Zellen (D'lppolito et al. 2004; Pittenger and Martin
2004; Hung et al. 2004). Die funktionelle Bedeutung dieser unterschiedlichen
Zelltypen ist nach wie vor unklar.

Ein seit vielen Jahren etabliertes Verfahren ist der Versuch, hMSC {ber die
Markierung von Oberflachenantigenen zu definieren. Ein spezifischer Marker, wie er
fir hdmatopoetische Stammzellen in Form von CD 34 etabliert ist (Morrison and
Weissman 1994; Buckner et al. 1970), konnte bisher nicht identifiziert werden
(Sekiya et al. 2002; Gronthos et al. 2001b). Daher wurde versucht, Uber Markierung
mehrerer Oberflachenmarker ein Antigenprofil zu erstellen. Eine groBe Anzahl von
Markern wurden bisher auf mesenchymalen Stammzellen beschrieben (Otto and Rao
2004), unter anderem CD44, CD29, CD 90 und CD 105 (Javazon et al. 2004; Tocci
and Forte 2003; Deans and Moseley 2000). Spezifische Antigene fir hMSC sind
auch die Marker Stro-1, SH2, SH3 und SH4 (Barry and Murphy 2004). Keiner dieser
Marker ist jedoch nach bisherigem Stand des Wissens ein spezifischer Parameter flir

den Nachweis der Homogenitat einer Zellkultur von hMSC (Beyer and da Silva
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2006). Selbst die simultane Analyse von 22 Oberflichenmarkern durch flow
cytometry war ungeeignet, um hMSC zuverlassig von Fibroblasten abzugrenzen
(Wagner et al. 2005).

Daher wurde in unserer Arbeit mit der immuncytochemischen Vielfachfarbung ein
Verfahren verwendet, dass einerseits durch Markierung mehrer Antigene in der Lage
ist, ein Farbeprofil zu erstellen und andererseits eine Beurteilung der Zellen auf
Einzelzellebene ermdglicht, um die Heterogenitét dieser Zellen besser zu verstehen.
Damit kann sowohl die Lokalisation und das Verteilungsmuster eines Antigens auf
einer Zelle als auch heterogenes Farbeverhalten innerhalb einer Kultur analysiert
werden. All diese Eigenschaften sind entscheidend fir die Identifikation der Zellen
mit dem gréBten Differenzierungs- und Replikationspotential.

Bisher wurden auf hMSC lediglich Einfachmarkierungen bzw. der gleichzeitige
Nachweis von zwei Antigenen mittels Immunfluoreszenz beschrieben (Jiang et al.
2002a). Mehrfachmarkierungen von hMSC sind aus mehreren Griinden schwierig
durchzufihren. Der wichtigste Grund ist sicherlich das unspezifische
Expressionsprofil der hMSC, das sich aus mesenchymalen, endothelialen,
epithelialen und muskularen Anteilen zusammensetzt (Sekiya et al. 2002; Minguell et
al. 2001).

4.2. Verwendete Zellen

Da hMSC Uber keinen spezifischen Oberflichenmarker verfligen, ist die
gebrauchlichste Isolierungsmethode die Gewinnung aus Knochenmarksaspiraten
gesunder Spender. Fir die selektive Isolierung werden die Zellen gewaschen,
gezahlt, in Medium resuspendiert und in Kulturschalen aufgebracht. Nicht adharierte
Zellen werden nach 24-72 Stunden durch Entfernen des Mediums abgenommen.
Mesenchymale Stammzellen werden dabei Uber ihre Fahigkeit definiert, auf
Plastikoberflachen zu adharieren (Javazon et al. 2004; Muraglia et al. 2000). hMSC
kénnen in ausreichender Anzahl auch aus dem Fettgewebe oder aus
Nabelschnurblut gewonnen werden (Lu et al. 2006; Kogler et al. 2004; Bieback et al.
2004; Zuk et al. 2002). Verschiedene Verfahren wurden entwickelt, um den Anteil
von mesenchymalen Stammzellen in den Kulturen zu erhéhen, unter anderem durch
Entfernen von hamatopoetischen Kontaminierungen. CD 34-, CD 45- und CD 11b-
positiven Zellen werden dabei durch Immun-Depletion herausgefischt (Ortiz et al.
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2003; Baddoo et al. 2003). Andere Verfahren beinhalten eine GréBenselektion durch
3 um groBe Filter (Tuli et al. 2003; Hung et al. 2002) oder Variierung der Zelldichte in
Kultur (Sekiya et al. 2002; Colter et al. 2001). Mit keiner dieser Methoden ist es
jedoch gelungen, homogene Zellkulturen zu erhalten, so dass bis heute kein
standartisiertes Verfahren fir die Gewinnung von hMSC existiert. Der Vergleich von
Studien, die unterschiedlich gewonnene Zellen verwenden, ist daher nur begrenzt
maoglich. Daher wurden in dieser Studie kommerziell erhaltliche Zellen verwendetet.
Dies bietet den Vorteil, dass die Zellen nach etablierten Verfahren gewonnen werden
und einen mdglichst groBen Anteil h(MSC enthalten (Pittenger et al. 1999).
Kulturbedingungen fir mesenchymale Stammzellen sollten idealerweise dieselben
sein, wie in ihrer Mikroumgebung im Knochenmark, damit sie ihre Fahigkeit zur
Selbstreplikation und ihre Differenzierbarkeit behalten. Die Fahigkeit zur
Selbstreplikation kann in unterschiedlichen Kulturbedingungen sehr variieren, sollte
aber mindestens 40 Verdopplungen der Population erreichen, bevor ihre
Wachstumsrate sich deutlich verlangsamt (Bianco et al. 2001; Bruder et al. 1997)
Diese kann durch Zugabe von Wachstumsfaktoren oder Verringerung der Zelldichte
in Kultur beeinfluBt werden (Bianchi et al. 2003; Colter et al. 2001). Kulturmedien
variieren je nach Forschungsgruppe, das auch von uns verwendete Dulbecco’s
modified Eagle medium ist aber sicherlich das etablierteste Medium fiar hMSC (Otto
and Rao 2004). Dartberhinaus kénnen durch Zugabe von Wachstumsfaktoren die
phanotypischen Charakteristika der Zellen deutlich beeinfluBt werden. Es wird
postuliert, dass dies ein wichtiger Faktor flr die Heterogenitat der Zellen in Kultur ist
(Jiang et al. 2002b). Um mdglichst reproduzierbare und vergleichbare
Zellkulturbedingungen zu erhalten, hielten wir uns an die Vorgaben des Hersteller
bezlglich Medium und Zusatze (Pittenger et al. 1999).

4.3. Verwendete Marker

Mesenchymale Stammzellen im Knochenmark produzieren
Extrazellularmatrixkomponenten und Wachstumsfaktoren, die eine wichtige Rolle far
die Hamatopoese spielen. Matrixproteine in dieser Mikroumgebung sind unter
anderem Fibronectine, Kollagene, Vitronectin und verschiedene
Stammzellwachstumsfaktoren. Die in dieser Studie verwendeten Marker sollten dabei
zum etablierten phanotypischen Profil dieser Zellen gehéren. Die Auswahl an
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geeigneten Markern unterliegt jedoch vielen Einschrankungen. So gilt zum Beispiel
STRO-1 als selektiverer Marker flir hMSC (Gronthos et al. 1994). STRO-1 bindet an
ein Trypsin-resistentes Oberflachenantigen, dass von einer begrenzten Anzahl an
Zellen in Kultur exprimiert wird. Einige Forschungsgruppen verwenden
Selektionsverfahren fir STRO-1 positive Zellen, um die Anzahl an hMSC in Kultur zu
erhbhen (Stewart et al. 2003; Gronthos et al. 1994). Allerdings verlieren
mesenchymale Zellen nach Oberflachenadharenz weitestgehend die Expression
dieses Antigens (Gronthos et al. 1994). Damit ist dieser Marker flir die von uns
verwendete Markierung von Zellen in Kultur ungeeignet. Andere Antigene werden in
so geringer Anzahl von hMSC exprimiert, dass sie mit Immunfluoreszenz nur schwer
nachzuweisen sind. So war in Vorversuchen die Immunfluoreszenzmarkierung des
Proteins LCAM so schwach, dass sie flr weitere Analysen ungeeignet war.

Die vier in dieser Studie detektierten Antigene Kollagen |, Kollagen 1V, Fibronectin
und CD44, gehdren zum typischen Expressionsprofil von hMSC, sind aber einzeln flir
sich betrachtet nicht spezifisch. Wichtig bei der Auswahl der Marker war die
Kombination aus Oberflachenmarkern und Extrazellularmatrixkomponenten. Jedes
der vier verwendeten Antigene besitzt ein typisches Verteilungs- und Farbemuster,
so dass eine deutliche optische Unterscheidbarkeit gegeben war, bzw. die
Vierfachfarbung gegen die Kontroll-Einfachfarbungen abgeglichen werden konnte.
Fibronectin wird von hMSC in groBer Menge synthetisiert (Wagner et al. 2005; Vogel
et al. 2003). Es ist am Aufbau der Extrazellularmatrix beteiligt und vermittelt die
Haftung an Kollagene und Proteoglykane (Sottile and Hocking 2002). Dies bestatigte
sich in unseren Farbungen durch seine Prasenz in der Extra- und Intrazellularmatrix.
Kollagen | gehért zur Gruppe der fibrillaren Kollagene und wird exprimiert, sobald die
Zellen auf einer Oberflache adharieren (Wexler et al. 2003; Shur et al. 2002; Zohar et
al. 1997). Bei der Beurteilung von Kollagen | ergibt sich folgendes: Das Antigen
weist innerhalb der Zelle ein granuldres und auBerhalb der Zelle ein retikuléres
Farbemuster auf. Ersteres spricht dafir, dass das Antigen vom Golgi-apparat
sezerniert wird, zweiteres hingegen dafir, dass es an der Bildung einer
Extrazellularmatrix beteiligt ist. Kollagen 1V ist ein netzbildendes Kollagen und ist an
der Bildung von Basalmembranen beteiligt. Wir konnten es, wie erwartet, im Intra-
und Extrazellularraum nachweisen. Kollagen IV kann nur in hMSC und frihen
Vorlauferstufen nachgewiesen werden. Ausdifferenzierte  Zellen hingegen

exprimieren Kollagen IV nicht mehr (Deschaseaux and Charbord 2000; Chichester et
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al. 1993). Damit kénnen undifferenziertere von differenzierteren Stadien abgegrenzt
werden. Farben nicht alle Zellen homogen, wie wir es bei Kollagen IV beobachteten,
kann dies ein Hinweis auf unterschiedlich differenzierte Zellen sein und kann genutzt
werden, um verschiedene Vorlauferstufen voneinander abzugrenzen. CD44, ein
Oberflachenmarker, ist ein Rezeptor fir Hyaluronsauren und Osteopontin (Pittenger
et al. 1999). Die von uns gefarbten Zellen wiesen, wie in der Literatur beschrieben
(Knudson 2003), eine gleichmaBige Markierung der Zelloberflache auf. Auch CD 44
wird von hMSC erst exprimiert, wenn die Zellen auf einer Oberflache adhéarieren
(Wexler et al. 2003; Shur et al. 2002).

Obwohl jeder dieser Marker auch von anderen Zellen exprimiert wird, reprasentiert
die gleichzeitige Expression aller vier Marker das typische Antigenprofil von humanen
mesenchymalen Stammzellen. Vor allem das heterogene Expressionsmuster flr
Kollagen IV weist darauf hin, dass nur ein Teil der Population aus hMSC und frihen
Differenzierungsstufen besteht. Eine weitergehende Spezifizierung des Antigenprofils
und die Verwendung von zusétzlichen Markern, kénnten hier helfen, hMSC von

differenzierteren Zellen abzugrenzen.

4.4. Immunfluoreszenz

Immunfluoreszenz ist eine seit langem etablierte Methode, um Antigene auf Zellen
nachzuweisen und wurde erstmalig 1941 von Albert Coons angewendet (Coons et al.
1941). Uber lange Jahre war dabei FITC das einzige erhéltliche Fluorochrom. Erst
durch die Entdeckung von weiteren Fluorochromen 1957 wurde die gleichzeitige
Markierung  mehrerer  Antigene  Uberhaupt mdglich  (Silverstein  1957).
Mehrfachfarbungen werden dabei durch 2 Faktoren limitiert. Das erste Hindernis sind
die Flurorochromspektren, die durch Band-Filter in Exzitations- und Emissions-
Wellenlangen aufgetrennt werden mussen. Wenn Wellenlangen Uberlappen, wie es
haufig bei Verwendung mehrerer Fluorochrome vorkommt, wird die Diskriminierung
zwischen den Signalen der einzelnen Fluorochrome sehr schwierig (Wahlby et al.
2002). Der zweite limitierende Faktor ist die Verflgbarkeit von PrimarantikGrpern
unterschiedlicher Herkunft. Der GroBteil der kommerziell erhaltlichen Antikérper wird
in M&usen oder Kaninchen hergestellt, was die Kombination von Priméarantikérpern
limitiert (Wahlby et al. 2002). Verschiedene Ansatze wurden daher entwickelt, um

das Fehlen von adaquaten Priméarantikbrpern zu Uberkommen. So kdnnen zwei
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Primarantikbrper aus der gleichen Spezies verwendet werden, wenn in einem
Zwischenschritt freie FAB-Fragmente der Primarantikdrper blockiert werden. Nach
einem ersten Farbeschritt mit Primar- und Sekundarantikbrper werden die Zellen mit
Serum inkubiert, dass unspezifisch gegen die Tierart gerichtet ist, in der der
Primarantikbrper hergestellt wurde. Dadurch werden alle freien FAB-Fragmente
blockiert und ein zweiter Primdrantikbrper aus der gleichen Tierart kann ohne
Kreuzreaktionen benutzt werden (Brown et al. 2004). Dieses Verfahren hat den
Nachteil, daB sich mit zunehmender Anzahl der Antikérper die Versuchsdauer
signifikant erhéht.

Eine vollig andere Vorgehensweise zur Erstellung von Mehrfachfluoreszenzen wahlte
die Arbeitsgruppe Wéhlby et al. Um einerseits leicht verflgbare Antikdrper aus den
Spezies Ratte und Kaninchen verwenden zu kdnnen und andererseits das
Uberlappen von Fluorochromwellenlangen zu vermeiden, entfernten sie die
gefarbten Antikérper nach jeder Markierung. Dafir wurden die Zellen zweifach
markiert, das Ergebnis analysiert, und anschlieBend wurden die applizierten
Antikérper durch Denaturierung und Elution (Auswaschung) entfernt. So konnten
insgesamt sechs Antigene in drei Farbeschritten markiert werden. Eine gleichzeitige
Beurteilung aller Antikérper ist hierbei jedoch nicht méglich und die analysierten
Zellen mussen nach jedem Farbevorgang neu aufgesucht werden. Desweiteren
wurden Veranderungen in der Antigenitat der Zellen beobachtet (Wahlby et al. 2002).
Eine weitere M&glichkeit zur Umgehung des Problem ist die direkte Konjugations des
Fluorochroms an den Primarantikdrper. So gelang es der Arbeitsgruppe um Tsurui
Zellen aus lymphatischem  Gewebe von Mausen durch den gleichzeitigigen
Nachweis von sieben Antigenen zu charakterisieren. Bei flinf der sieben
verwendeten Antikérper waren dabei die Fluorochrome direkt an die Primarantikbrper
gekoppelt (Tsurui et al. 2000). Damit kbnnen Priméarantikdrper verwendet werden, die
in derselben Tierart hergestellt wurden, wodurch sich die Anzahl der zur Verflgung
stehend Antikérper deutlich erhdht. Ein wichtiger Vorteil der Immunfluoreszenz, die
Amplifikation des Signals, fallt dadurch aber weg. Durch die fehlende Verstarkung
kénnen Antigene, die von den Zellen in nur geringer Anzahl exprimiert werden,
deutlich schlechter nachgewiesen werden. So war in Vorversuchen mit dieser
Methode die Signalstédrke des Oberflachenantigens CD 44 zu schwach flr
weitergehende Beurteilung. Wir entschieden uns daher far die indirekte

Immunfluoreszenz bei der Primarantikdrper aus verschiedenen Spezies spezifisch ihr
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jeweiliges Antigen, und die mit Fluorochromen beladenen Sekundarantikdrper
wiederum spezifisch ihre Primarantikérper detektierten. Durch Bindung mehrerer
Sekundarantikérper pro Primarantikdérper kommt es zur gewtlinschten Amplifikation
des Signal (Lamvik et al. 2001). Ein Nachteil der Amplifikation ist die ungenaue
Korrelation zwischen der Intensitdt der Immunreaktion und der tats&achlich
vorhandenen Menge an Antigen. Folglich kénnen keine quantitativen Aussagen Uber
die Anzahl an Antigen pro Zelle getroffen werden.

Eine andere Methode zur Analyse von Immunfluoreszenz ist die DurchfluBzytometrie.
Hierbei werden mit Antikdrpern markierte Zellen in Suspension durch eine Kapillare
gesaugt und jede einzelne Zelle mit Hilfe eines Lasers auf bestimmte Merkmale, z.B.
Fluoreszenz oder ZellgréBe untersucht. Die Zellen kénnen im gleichen Verfahren
auch auf unterschiedliche Merkmale sortiert werden. DurchfluBzytometrie ist, im
Vergleich zur konventionellen Fluoreszenzmarkierung, eine deutlich sensitivere
Methode, daher kann die Zahl der detektierbaren Antigen gréBer gewahlt werden
(Zola et al. 1990). So ist zum Beispiel die Charakterisierung von Lymphozyten durch
eine gleichzeitige Detektion von zehn verschiedenen Antigenen ein etabliertes
Verfahren (De Rosa et al. 2003). Phanotypische Merkmale von hMSC sind in der
Vergangenheit ausfuhrlich mit Hilfe der DurchfluBzytometrie untersucht worden
(Romanov et al. 2005; De Rosa et al. 2003). Dabei war selbst die simultane
Detektion von 22 Oberflachenmarkern nicht ausreichend, um diese Zellen zu
charakterisieren (Wagner et al. 2005). Konventionelle Immunfluoreszenz hingegen
bietet nicht nur eine Mehrfachmarkierung von Zellen, sondern auch die Beurteilung
des Verteilungmusters eines Antigens. Desweiteren werden mit dieser Methode
Zellen analysiert, die auf einer Oberflache adh&eriert sind. Die Bedeutung dieser
Tatsache zeigt sich in den nachfolgenden Studien: Lodie et al. untersuchten zwei
Gruppen von Knochenmarksstammzellen, die mittels DurchfluBzytometrie nach
CD105/Endoglin-Expression immunoselektiert und anschlieBend kultiviert worden
waren. Es zeigte sich, dass die beiden Gruppen nach Adhésion auf einer Oberflache
und weitergehender Kultur véllig identische Level an CD105 exprimierten (Lodie et al.
2002). Desweiteren konnte die Arbeitsgruppe um Reyes zeigen, dal3 die Expression
des Antigens CD 44 von der Adharenz der Zellen auf einer Oberflache abhangt
(Reyes et al. 2001).
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4.5. Bildauswertung und Spektralanalyse

Fluoreszenzmikroskopie hat sich zu einer der interessantesten Mikroskopie-
Methoden in der Medizin und Biologie entwickelt, da es eine selektive und
spezifische Markierung von Molekulen bietet, die in geringer Anzahl vorkommen, bei
geringer Hintergrundsfarbung (Yuste 2005). Fluoreszenz entsteht durch Emission
von Licht, wenn Fluorochrome durch Absorption von Licht kirzerer Wellenlangen
angeregt werden. Der Wellenlangenunterschied zwischen exzitiertem und
emittiertem Licht ist dabei der entscheidende Faktor. Durch Filtern des exzitierten
Lichts kann selektiv emittiertes Licht von den Fluorochromen beurteilt werden
(Lichtman and Conchello 2005). Die Fluoreszenzmikroskopie muf3 dabei folgendene
Hindernisse Uberwinden: Exzitiertes Licht muB durch einen Anregungsfilter und
emittiertes Licht durch einen Sperrfilter auf die spezifischen Wellenlangen reduziert
werden, um unspezifische Strahlung zu blockieren. Zusétzlich treffen sich exzitiertes
und emittiertes Licht im Strahlengang und muissen durch einen dichromatischen
Strahlenteiler aufgetrennt werden. Anregungs- und Sperrfilter werden zumeist
kombiniert und entweder als Einzelfilter far ein bestimmtes
Fluorochrom/Farbspektrum oder als Bandfilter fir die Analyse mehrer Fluorochrome
hergestellt. Wir verwendeten die Einzelfilter # 1, 10, 15 (Zeiss, Deutschland) fur
Einfach-, Zweifach- und Dreifachfarbungen und erzielten einen klaren Nachweis der
markierten Fluorochrome.

Folgende Schwierigkeiten ergeben sich bei der Auswertung von Vierfachfarbungen:
Die Wellenlangen der Fluorochrome Texas Red (rot) und Alexa 546 (orange) liegen
zu dicht beieinander und kénnen nicht durch entsprechende Einzelfilter aufgetrennt
werden. Eine Diskriminierung mit bloBem Auge bei Betrachtung durch Filter #15
(Zeiss, Deutschland) gelingt nicht, da es einerseits durch Uberlagerungen der
Fluorochrome Zu Mischfarben kommt, und andererseits die
Wellenlangenunterschiede der beiden Farben zu gering sind, um sie mit bloBem
Auge zu differenzieren. Diese Probleme versuchten wir durch die Verwendung von
spectral imaging zu lésen. Spectral Imaging wird angewendet, wenn Information in
einem Bild so komplex ist, dass sie mit bloBem Auge nicht erfasst werden kann. Dies
ist der Fall wenn, wie in unseren Versuchen, mehrere Fluorochrome mit ahnlichen
oder Uberlappenden Farbspektren und Fluorochrome mit Gberlappender Lokalisation
verwendet werden. Eine weitere Anwendung des spectral imaging ist das spectral
karyotyping oder SKY, die Analyse von fluoreszenzmarkierten Chromosomen



4. Diskussion 54

(Schrock and Padilla-Nash 2000; Schrock et al. 1996). Dieses Verfahren wird
intensiv in der Diagnose und Erforschung chromosomaler Veranderungen eingesetzt
(Schrock et al. 2006). Weitere Einsatzgebiete sind die Analyse von
immunfluoreszenzmarkierten Geweben, wie zum Beispiel die oben erwahnte
Siebenfach-Immunfluoreszenz (Tsurui et al. 2000) oder die Siebenfach-intravital-
Markierung von Knochengewebe (Pautke et al. 2005). Spectral imaging kombiniert
dabei zwei etablierte Verfahren, namlich spectroscopy, Spektralanalyse und imaging,
Bildakquisition. Beste Ergebnisse bei der Bildakquistion liefern zur Zeit digitale
Kameras, wie die von uns verwendete CCD-Kamera (Hamamatsu, Japan) (Garini et
al. 2006). Spektralanalyse hingegen ist ein Verfahren, bei dem Licht in seine
verschiedenen Wellenldangen aufgetrennt wird und deren Intensitdt gemessen
werden. Auf diese Art und Weise erhalt man ein spezifische Spektrum flir eine
Lichtquelle, zum Beispiel fur ein Fluorochrom. Fir die von uns verwendete Form des
spectral imaging werden die Lichtstrahlen mit Hilfe eines Sagnac-Interferometers
(ASI, Israel) aufgetrennt. Dabei werden zwei Lichtblindel mit Hilfe von Spiegeln oder
halbdurchlassigen Platten durch getrennte optische Bahnen gefiihrt, durch Spiegel
reflektiert und am Ende wieder zusammengeflihrt. Ergebnis ist ein Interferenzmuster,
welches durch die Differenz der optischen Wege bestimmt wird und Rlckschllsse
auf die Lichtintensitdt und Wellenlange zulasst (Garini et al. 2006). Eine
Spektralaufnahme besteht normalerweise aus unendlich vielen Spektren, deren
Informationsgehalt zu groB ist, um sie mit bloBem Auge zu beurteilen. Daher werden
Analyseprogramme, wie das von uns verwendete SpectraView (ASI, Israel) bendtigt,
die die Datenmenge verarbeiten und darstellen (Schwartzkopf et al. 2005). Mit Hilfe
von spectral unmixing (Zimmermann 2005) konnten wir die die vier verwendeten
Fluorochrome und DAPI fir das menschlich Auge sichtbar machen. Spectral
unmixing vergleicht dabei die gewonnenen Wellenspekiren mit Referenz-
Wellenspektren, die aus den Analysen der Einzelfarbungen erstellt worden waren.
Durch Zuweisung von Falschfarben gelingt die ldentifizierung der Fluorochrome nun
mit bloBem Auge.

Trotz Anwendung des gerade erklarten Verfahrens gelang es nicht, die Fluorochrome
DAPI und AMCA im blauen Spekirum sowie Texas Red und Alexa 546 im rot-
orangefarbenen Bereich aufzutrennen, obwohl der verwendete Filter F61 002 (AHF,
Deutschland) die Wellenspektren aller verwendeten Fluorochrome abdeckte. Die
Wellenspektren von DAPI, FITC und Texas Red lagen dicht bei den
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Referenzangaben der Hersteller. Bei AMCA und vor allem bei Alexa 546 erhielten wir
Wellenspektren, die zu langeren Wellenldngen verschoben waren. Eine mdgliche
Ursache kénnte hier ein Blocken kirzerer Wellenldangen durch die verwendeten Filter
sein. Die Diskriminierung dieser Farben gelang erst unter Verwendung eines
Trippelbandfilters (SKY, ASI, Israel) flr den roten, griinen und infraroten Bereich und
Einzelfilter #01, (Zeiss, Deutschland) fir den blauen Bereich. Damit erreichten wir
eine exakte Auftrennung der vier verwendeten Fluorochrome und DAPI mit
anschlieBender Zuweisung von Falschfarben. Bislang ging man davon aus, dass die
Bildakquisition mittels Spectral Imaging der Bildakquisition durch Filtersets in Bezug
auf Genauigkeit und Hintergrundrauschen Uberlegen ist (Garini et al. 1999). Nach
Auswertung unserer Daten empfehlen wir jedoch die Kombination dieser beiden
Methoden fir optimale Ergebnisse. Die Bildakquisition erfolgte bei Verwendung von
2 Filtern nicht mehr in einer Aufnahme, sondern musste auf zwei Aufnahmen verteilt
werden. Eine Spektralaufnahme dauert pro Bildakquisition durchschnittlich zwei bis
drei Minuten, da, im Vergleich zur konventionellen Fluoreszenzmikroskopie, eine
deutlich gréBere Menge an Information erzeugt wird. Prinzipiell kbnnen Fluorochrome
unendlich haufig angeregt werden, die Bedingungen in denen sie aber angewendet
werden, limitieren jedoch diese Anzahl. Bleaching oder Ausbleichen ist dabei der
gebrauchlichste Begriff, um das Schwéacherwerden von Signalen zu beschreiben
(Lichtman and Conchello 2005). Eine Vielzahl von Grinden wird hierfir
verantwortlich gemacht, der wichtigste ist aber sicherlich die standige Anregung der
Fluorochrome durch Licht. Um dies zu verhindern, wurden in unseren Versuchen die
Glasobjekttrager stets im Dunkeln aufbewahrt, und die Lichtintensitat beim
Mikroskopieren so niedrig wie mdglich gewahlt. Eine Vielzahl von Produkten ist in der
Vergangenheit entwickelt worden, um das Ausbleichen von Fluorochromen zu
verlangsamen (Ono et al. 2001), unter anderem das von uns benutzte ProlLong
(Molecular Probes, Deutschland). Ausbleichen von Fluorochromen wurde in dieser
Studie nicht quantifiziert, wir konnten aber selbst bei mehrfachen Aufnahmen kein
Schwacherwerden des Signals feststellen.



5. Zusammenfassung 56

5. Zusammenfassung

Unsere Untersuchungen zeigen erstmalig eine Vierfach-Immunfluoreszenz auf
humanen mesenchymalen Stammzellen. Dieses Verfahren erméglicht es, die Zellen
auf Einzelzellebene zu analysieren und die Lokalisation der nachgewiesenen
Antigene zu untersuchen.

Die markierten Proteine Fibronectin, Kollagen I, Kollagen IV und CD 44 gehdren
dabei zum typischen Expressionsmuster von mesenchymalen Stammzellen.

Durch die Kombination von Filtersets und dem Einsatz des spektralen
Bildanalyseprogramms SpectraView (ASI, Israel) gelang es selbst Wellenlangen, die
naher als 20nm beieinander lagen, voneinander zu unterscheiden.

Bei der Auswertung bestatigte sich, dass hMSC aus einem heterogenen Zellpool
bestehen. Dies zeigte sich unter anderem in der unterschiedlichen Expression des
Markers Kollagen IV. Erweitert man nun das Féarbeprofil um zusatzlichen Marker, so
kénnen diese Zellen auf Einzelzellebene eingehender untersucht und von anderen
Zellarten und Vorlauferstufen abgegrenzt werden.

Die in dieser Arbeit neu fir diese Applikation etablierte Methode stellt einen
erfolgsversprechenden Ansatz zur Identifikation und Charakterisierung von humanen

mesenchymalen Stammzellen dar.
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6. Anhang

6.1. Passageprotokoll hMSC

- Medium mit Pipettetierhilfe Pipettus (Hirschmann, Deutschland) entfernen

- Zellen mit 3ml PBS (Merck, Deutschland) waschen

- Inkubieren mit 2ml Trypsin/EDTA-I6sung (Firma Cambrex) bei 37°C

- Mikroskopische Kontrolle nach 5 Minuten, ob sich die Zellen von der Unterlage
gelést haben. Maximale Einwirkzeit 15 Minuten

- Zugabe von 3ml Medium zur Neutralisierung des Trypsins

- Zentrifugation bei 600g fur 5 Minuten (Zentrifuge, Jouan, Frankreich)

- Absaugen des Uberstandes, um Trypsinreste zu entfernen.

- Zellen in Medium resuspendieren und auf Kulturflaschen T75 (Nunc, USA)

verteilen

6.2. Protokoll Immunfluoreszenz

Fixation:

- Objekttrager in PBS waschen

- in Methanol bei -20°C flr 8min fixieren
- erneut in PBS waschen

- Objekttrager trocknen lassen

Blocken:

mit Fettstift (DAKO, Germany) Felder abtrennen; Objekttrager beschriften
- Zellen in PBS rehydrieren
- 1h mit Blockier-Serum bei Raumtemperatur in Feuchtkammer inkubieren

Priméarantikdrper:

Blockier-Serum abklopfen
- Ca. 20l Antikdrper pro Feld pipettieren
- 30min bei Raumtemperatur in Feuchtkammer inkubieren

- 3 mal ca. 5min mit PBS waschen
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Sekundéarantikdrper:

ca. 20ul Antikérper pro Feld pipettieren
30min bei Raumtemperatur in Feuchtkammer im Dunkeln inkubieren

3 mal ca. 5 min mit PBS waschen

DAPI:

ca. 20ul DAPI (Verdinnung 1:5000) pro Feld pipettieren
5min bei Raumtemperatur in Feuchtkammer im Dunkeln inkubieren

einmal ca. 5min mit PBS waschen

Eindecken:

Pro Long Komponente B im Wasserbad fir 15min auf 50°C erhitzen
Komponente A und B mischen

weitgehend die Flissigkeit von den Glasobjektragern (GOT) abklopfen
ca. 100ul Eindeckmedium pro GOT pipettieren

Deckglaschen aufbringen und Luftblasen entfernen

Uber Nacht im Dunkeln (Kihlschrank) trocknen lassen
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