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KaAPITEA

A Zusammenfassung

Mesenchymale Stammzellen (MSC) stellen aufgearidifilerenzierungspotentials einen grof3en
Hoffnungstrager in der regenerativen Medizinndspréehend zahlreicher zell- und tierexperi-
menteller Untersuchungen scheint die klinischendumgedieser adulten Stammzellpopulation
im Rahmen einer Zelltherapie in greifbare Natiekem,rwobei MSC als Basis fur einen Patien-
ten-spezifischen Zell- und Gewebeersatz dienetenkoim welcher Weise die regenerative
Kapazitat der MSC durch spezielle Signaltramsinktbanismen gesteuert wird, ist jedoch
noch weitgehend unbekannt.

Vor diesem Hintergrund wurde in der hier vorlegé&teit der Wnt{Catenin-Signaltrans-
duktionsweg sowohl in humanen (hMSC) als auchriem{tmMSC) mesenchymalen Stamm-
zellen untersucht. Diesem komparativen Ansataslagjetl zugrunde, Gemeinsamkeiten und
Unterschiede in diesen beiden Zellentitaten aiererglum damit langfristig den Grundstein fir
die Ubertragbarkeit von Daten aus nachfolgencdhtgepiaurinenin viveModellen auf die
klinische Situation legen zu kénnen.

Hierzu wurden zunéachst die Basis-Komponenten desC#tenin-Signalweges vergleichend
analysiert. Eine Aktivierung des Wnt-Signalwegks iber Stimulation mit Wnt3a bzw. LiCl in
beiden Zellspezies sowie in einem RNA-InterRix&ixljasierten Ansatz durch Knockdown der
fur den -Catenin-Abbaukomplex essentiellen Proteine ARginthth hMSC erreicht, wahrend
eine Inhibtion durch die Transfektionsmall interferindiRNAs (siRNAs) gegen das transkrip-
tionsaktivierende Protei#Catenin bzw. den Wnt-Korezeptor LRP5 induzeet Wabei zeigten
sich neben zahlreichen Gemeinsamkeiten untemahdesiehtlich der Proliferation auch klare
Unterschiede zwischen hMSC und mMSC. Dies &lmtsadnioere die Steuerung von Matrix-
Metalloproteinase (MMP)-mediierten Invasionsprpzéies im Falle von hMSC eine deutliche
Wnt-Abhangigkeit aufwiesen, wahrend die Invakigkeftivon mMSC nicht durch den Wnt-
Signalweg reguliert wurde. Diese Unterschieda ipeltlddren Phanotypen spiegelten sich
vorwiegend in einer Spezies-divergenten Regudatioklatrix-Metalloproteinase MT1-MMP
wider, da nur in hMSC die Aktivierung der Wnttigeduktionskaskade mit einer vermehrten
MT1-MMP-Expression einherging.

DarlUber hinaus konnte das Tcf/Lef-Reporter-SysteiSIC etabliert werden, das die Quanti-
fizierung -Catenin-abhéangiger Expression ermdglicht. Dokg erit Hilfe eines Reporter-
proteins, dessen Expression nur nach Transhkatie©atenin in den Zellkern induziert wird.
Mit diesem System konnte unter anderem auch tereidager funktionellen Plasmid-kodierten
Wnt3a-Expression erbracht werden.

Derartig generierte Reporter-mMSC kénnten voDaltgan hinsichtlich einer Anwenduniim
vivaMausmodell von grof3em Vorteil sein, da Wnt-8k8@ mittels eines vivelmaging-
Systems visualisiert werden kénnen, um ihredR@leneberegenerationsprozessen aufzuklaren.
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In einem weiteren Teilprojekt wurde die Wirkurigkikeh, einem Inhibitor des kanonischen Wnt-
Signalweges, in hMSC eingehend untersucht. Rabedist Analyse der Wechselwirkungen
zwischen Dkk-1 und seinem Rezeptor LRP6 im Moddevgrsuche zum LRP6-Knockdown
brachten ein komplexes Regulationssystem zutag@medé&injustierte Balance zwischen akti-
vierenden und inhibierenden Signalen impliziertEfebnisse zusatzlicher RNAi-basierter
Experimente wiesen auf3erdem auf eine funktioneigeBz von LRP5 und LRP6 hin. So
vermittelt der Wnt-Korezeptor LRP5 vornehmligfergide Signale, wie sie z.B. durch Wnt3a
ausgelost werden, wahrend LRP6 hauptsachliclepeassive Funktion beispielsweise durch
Bindung von Dkk-1 zuzuordnen ist.

Da neben den LRP-Rezeptoren auch Frizzled-Redepipreine wesentliche Rolle bei der Wnt-
Signalerfassung spielen, wurde zunachst das resdiéxgprofil in hMSC und mMSC mittels
semiquantitativer RT-PCR-Analysen naher untdbsihtzeigte sich, dass alle bisher bekannten
10 Fzds auch in MSC exprimiert werden, diesésifedoaterschiedlichem Ausmald. Zudem
ergaben Wnt3a-Stimulationsexperimente in hMSQlie&sgpression von Fzd8 negativ durch
Wnt3a beeinflusst wird. Um die Bedeutung von &zei8zu evaluieren, wurden daher Fzd8-
Knockdown-Experimente durchgefuhrt. Diese li&Banegr, dass die hMSC-Proliferation mal3-
geblich von der Fzd8-Expression abhangt, waldengsllé-zd8 keinen direkten Rezeptor flr
Wnt3a darstellt.

Zusammenfassend spiegeln die in der vorliegeoneidiisarbeit erhobenen Daten zum Teil
eindeutige Unterschiede zwischen basalen Wrgrtegufirozessen in hMSC und mMSC wider,
denen insbesondere bei der préklinischen Vaidierutherapeutischen Strategien in Maus-
modellen eine tragende Rolle zukommt. Da der#tghin-Signalweg mal3geblich an der
Steuerung des invasiven Verhaltens von hMSQ@t bsteiwie dies in ahnlicher Weise von
anderen Forschergruppen auch fir die Metastasieruriumorzellen nachgewiesen werden
konnte, erscheint es zukinftig von vorrangigerassee die hier erhobemervitroDaten in
einemin viveMausmodell zu evaluieren. In diesem Kontext llemimgs nur durch einen
komparativen Ansatz, wie er dieser Arbeit zugagiddie Basis fir ein Spezies-relevamnigs
desigrbeziglich des Wnt-Signalweges entwickelt wemdsohlie3lich aussagekraftige Stamm-
zelltherapien bzw. Anti-Tumorstrategien entwmk&timnen.
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KarPITEB

B Einleitung
Bl Stammzellen

B.1.1 Definition

Die Begriffsbestimmung der Stammzelle basiest &d@higkeit zur Selbsterneuerung gepaart mit
der Eigenschatft, in verschiedene Zelltypen penditfeen (Weissman, 2000; Cai et al., 2004). Dies
setzt eine gleichzeitige symmetrische (Selbstengguend asymmetrische (Differenzierung)
Zellteilung voraus (Morrison et al., 1997; MaidoR and Watt, 2003). Dariiber hinaus gibt es
kontroverse Definitionen, die neben einer lelgamsi@albsterneuerungsfahigkeit einen substan-
tiellen Beitrag zur Geweberegeneration forderet @ai2004). Derartige Zellen wurden bislang
in zahlreichen Gewebetypen des menschlichen g&iy®ien (Korbling and Estrov, 2003).

Ein weiteres wichtiges Kriterium ist die entwgskjaschichtliche Herkunft der Stammzellen. So
unterscheidet man embryonale Stammzellen (E8Icken, gie in adulten Geweben zu finden
sind. 1981 konnten erstmalig ES-Zellen aus denidedmasse einer murinen Blastocyste ge-
wonnen undn vitro kultiviert werden, was die Grundlage fur diei&@engrvon ES-Zelllinien
darstellt (Evans and Kaufman, 1981). Aus hunastecyBlen wurden ES-Zellen dagegen erst in
den spaten 90er Jahren isoliert (Thomson e9@).,A3-Zellen bezeichnet man als pluripotent,
was die Fahigkeit beinhaltet, in alle embryonakb&eu differenzieren, wohingegen eine
befruchtete Eizelle als totipotent gilt, da sie exitaembryonale Gewebe (Trophoektoderm)
bilden kann.

In der Embryonalentwicklung erfolgt zunachst emsilSygion in die drei embryonalen Keim-

blatter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm. Inggew€ien die daraus entstehenden Zellen
als multipotent bezeichnet, da sie bereits eiesemgnkteres Differenzierungspotential auf-
weisen. Dieser Stammzellhierarchie weiter folgedeihwlie Zellen als oligo- und unipotent

bezeichnet, wobei allerdings eine genaue Abgreazgeyr schwer zu finden ist. So fuhrte bei-
spielsweise die Entdeckungrddtipotent adult progenitor celMAPC) (Jiang et al., 2002a) zur
Konfusion dieser Begriffsbestimmungen, da hies di@to angenommene Oligopotenz von im
Knochenmark residierenden Stammzellen widerlelgt Wig MAPC weisen namlich offen-

sichtlich multipotente Eigenschaften auf.

B.1.2 Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen zeichnen sich neben ihrer dgkghdu einem Gewebe des postnatalen
Organismus insbesondere dadurch aus, dass ssehiedene Zelltypen des entsprechenden
Gewebes differenzieren kdnnen (Korbling and E¥R)v,Solche Gewebe-spezifischen adulten
Stammzellen sind vor allem fur Haut, Leber, Musttedlas Knochenmark beschrieben worden
(Korbling and Estrov, 2003). DarlUber hinaus rsdteimexe Organe wie die Lunge oder die
Niere nicht durch einen einzigen Stammzelltylaeftealten zu werden. Vielmehr wird das
Zusammenwirken verschiedener Stammzelltypentlivinsdér Gewebe-Homoostase dieser
Organe diskutiert (Cantz et al., 2007).
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Die Fahigkeit der Stammzellen, in verschiedem@dreiclzu differenzieren und damit in den
Zellzyklus einzutreten oder ,in Ruipg€egcengezu verbleiben, wird durch das Zusammenspiel
multipler Faktoren reguliert, um die Balance ewiS#ibsterneuerung und asymmetrischer
Zellteilung zu halten. So gibt es Gentranskigsshdn vor der Zellteilung asymmetrisch in den
Vorlauferzellen vorhanden sind und wahrend dese Miteh unterschiedlich zwischen den
Tochterzellen aufgeteilt werden. Zudem kann magineom speziellen Genexpressionsmuster
ausgehen, das in Stammzellen fur die Steuerungtisgcher Zellteilungen verantwortlich ist.
Daruiber hinaus existieren zahlreiche externeeRrahktater Stammzellnische, die Selbsterneu-
erung und asymmetrische Zellteilung steuernBwieteh, numlundpiwi (Cai et al., 2004).

B.1.2.1 Humane mesenchymale Stammzellen

Grundsatzlich kénnen im Knochenmark zwei Stampodafipnen unterschieden werden,
namlich die hAmatopoetischen Stammzellen (HSI® mmetenchymalen Stammzellen (MSC). Im
Rahmen der Isolierung der beiden Stammzellpoeuladias dem Knochenmark erfolgt eine
basale Unterscheidung hauptsachlich tber dievsedektarenz der MSC an Plastik, zu der HSC
nicht befahigt sind.

Fur beide Stammzellpopulationen wurde ein muitgsof@ifferenzierungspotential beschrieben.
So wurde fur HSC, die bislang die am bestenerigesic Stammzellpopulation darstellen, auch
eine Beteiligung an der Regeneration von nichtdpgoeaschen Geweben wie Haut, Lungen-
epithel, Leberparenchym, Nierenepithel, Pankdeslselgitmuskel nachgewiesen (Herzog et al.,
2003; Grove et al., 2004). Bei MSC konnte sowishhls aucln vivodie Fahigkeit in Knochen,
Knorpel, Sehne, Muskel und Fettgewebe zu déferegezeigt werden (Baksh et al., 2004).

Interessanterweise ist in der Literatur eine nagigicbe Heterogenitat der humanen mesenchy-
malen Stammzell-Population (hMSC) beschrielmmgéPigt al., 1999; Muraglia et al., 2000), die
einen Grund fir die unterschiedlichen Eigenschaftezinzelnen Subpopulationen darstellen
kénnte. Pionierarbeiten auf dem Gebiet der Audkidirser Heterogenitdt stammen von der
Arbeitsgruppe von Darwin Prockop, die zu demobiekiznnten zwei Untergruppen eine dritte
deklarierte (Colter et al., 2001; Smith et &), @3@ ihre zellularen Eigenschaften néher charak
terisierte. So kann man in einer h(MSC-Populatgpirdielférmigen von den grol3en kuboidalen,
abgeflachten Zellen (Colter et al., 2000) unckhkieklasinen RS-Zelleapidly self-renewihg
unterscheiden (Colter et al., 2001).

Diese Populationsheterogenitat, von der mit hahesdheinlichkeit aurhvivoauszugehen ist,
impliziert ein Modell fir die Differenzierung ellanih vivo(Abb. B-1), wonach es verschiedene
Reifestadien der hMSC gibt, die unterschiedi@tiepbrlauferzellen mit variablem Differen-
zierungspotential beinhalten. Dies hat zur Fakgewdhrend der Reifung in eine bestimmte
Richtung die Fahigkeit zur Selbsterneuerung gamaeiris dem uneingeschréankten Differen-
zierungspotential abnimmt (Baksh et al., 2004).
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Die Identifizierung von hMSC mit Hilfe einesegirdafjnierten Markers ist auch Jahre nach ihrer
Erstbeschreibung (Friedenstein et al., 1970ndglith. Als Goldstandard galt und gilt selbst
heute noch der CFUeBIlgny forming unit-fibrobldsAssay. Dieser dient dem Nachweis adhé-
renter, spindelformiger Zellen, die die Fahigkeitklbnalen Wachstum aufweisen. Da die
Nomenklatur mit der Entdeckung zahlreicher Sudimomd sowie unterschiedlicher Isolie-
rungsmethoden inhomogen ist, wird die selektivireAdhan Plastik als Hauptkriterium
verwendet (Horwitz et al., 2005). Aufgrund eimgelm#en singuldren Markers steht der defini-
tive Beweis der Existenz der hMS@/onoch aus. Nichtsdestotrotz kbnnen diese Zellen aus
adulten Organismen isoliex,vivokultiviert und angereichert werden, wodurchrsigedver-
sprechendes Werkzeug in Zell-basierten Thertqeeatasdtellen (Oreffo et al., 2005).

Ausserdem konnte die Arbeitsgruppe um DarwirpPreigem, dass durch die Kultivierung von
hMSC friher Passagen in Serum-freiem Medium shte \&un Zytokinen und Wachstums-
faktoren eine Subpopulation mit aul3ergewdhnlichenséhaften selektioniert werden kann
(Pochampally et al., 2004). Diese Zellen Ubertdaieet weitere zwel- bis vierwochige Kulti-
vierung unter Serum-freien Bedingungen, wieserlieaem Zeitraum lange Telomere auf und
zeigten eine erhohte Expression der embryonatenz8lianarker Oct-4 (Pesce and Scholer,
2001) und hTERT (Hiyama and Hiyama, 2007)ddieeim Stammzellpopulationen nicht oder
nur in seltenen Ausnahmefallen exprimiert weelgar(® et al., 2007; Zangrossi et al., 2007).
Die Gesamtheit dieser Faktoren macht mesenchiamatezeien zu einem aul3erordentlich
interessanten Forschungsobjekt, insbesondereshath,dveil sie moglicherweise aufgrund ihrer
multipotenten Differenzierungsfahigkeit eine Atteenzur Verwendung der ethisch kontrovers
diskutierten ES-Zellen darstellen.

B.1.2.2 Murine mesenchymale Stammzellen

Murine MSC, urspriunglich aucliiladsblast precursobezeichnet, wurden erstmals in den 70er
Jahren beschrieben und fielen durch ihre Eigeasth&olonien zu bilden (Friedenstein et al.,
1976). Die priméare Isolierung muriner mesench@taatenzellen (mMSC) erfolgte wie auch bei
den humanen Pendants Uber selektive Adharenstiain Rlidem konnte dre vitroDifferen-
zierung innerhalb des mesodermalen KeimblattecimeinKnorpel, Fett und Muskel gezeigt
werden (Pereira et al., 1995).
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Ebenfalls analog zu den hMSC war die Anreichereurfgubpopulation méglich, die als murine
MAPC gelten (Jiang et al., 2002b). Allerdingsewsolidrung von mMSC aus Knochenmark
problematisch, da ein grofRer Anteil kontaminierefiaatopoetischer Zellen, B-Zell-Vorlaufer
sowie Granulocyten- und Monozyten-Vorlauferzedleseldktive Anreicherung erschwerte. So
war der mMSC-Anteil mit 10 — 20 % gemessen aesdertgn adharenten Zellpopulation zu-

nachst sehr gering (Phinney et al., 1999).

Demzufolge beschaftigten sich einige Arbeitsgmpper Optimierung reproduzierbarer Isolie-
rungsprotokolle, um eine effiziente AnreicherurigemMSC zu gewébhrleisten (Meirelles and
Nardi, 2003; Peister et al., 2004). Dabei zagtemterschiede in den gleichen Zellen verschie-
dener Maus-Inzuchtstdmme, die hauptsachlichrm\ilaehstumsverhalten sowie in der diffe-
renziellen Expression der Oberflachenmarkest€é®3dell antigeh-(Sca-1) undascular cell
adhesion molecule{VCAM-1) lagen. Des Weiteren bendtigen MS@imahiedlichen Mause-
stammen auch eine unterschiedliche Zusammengsigugltivierungsmediums (Peister et al.,
2004).

Ein systematischer Vergleich zwischen MSC hum@n®aarimen Ursprungs erfolgte bislang
nicht, allerdings wurden partiell einzelne zellgigenschaften verglichen. So konnte z.B. ein
Unterschied im Wachstumsverhalten der Zellerstidtgeerden, wonach hMSC etwa 40 - 50
Zellteilungen durchlaufen, bevor sie die Pradifeeamstellen (Stenderup et al., 2003), wahrend
mMSC mit mehr als 100 Zellteilungen ein ausgegsadtachstumspotential zeigen (Meirelles
and Nardi, 2003).

Eine komparative Untersuchung der an den phat@gdsgenschaften wie Proliferations- oder
Invasionsverhalten beteiligten Signaltransdulegigamsw hMSC und mMSC stand zu Beginn der
Dissertationsarbeit noch vollkommen aus unddsskialb einen wesentlichen Schwerpunkt des
Promotionsprojektes bilden.

B.1.3 Therapeutische Anséatze

Der Einsatz regenerativer Stammzellen in Patginkemeditaren Erkrankungen, Traumen, Krebs
oder chronischen Leiden (wie z.B. Osteopordas)vistdringliche Ziel der Stammzellforschung.
Neben der angestrebten Verwendung von pluripoE®igellen, die aufgrund ihrer ethisch
anfechtbaren Gewinnung aus potentiell lebensfdhingleryonen allerdings hdchst kontrovers
diskutiert werden, riickt der Einsatz autologeeradulltipotenter Stammzellen zunehmend in
den Fokus der therapieorientierten Stammzellfayschu

Ein wesentlicher Vorteil von adulten Stammzelergieich zu ES-Zellen liegt auch in ihrer
Immuntoleranz nach autologer Transplantation.eBiembisher vollzogenen therapeutischen
Anwendungen wurden mit HSC durchgefuhrt. Schiomappr40 Jahren gliickte dem amerika-
nischen Hamatologen Edward Donell Thomas diknexdienmarkstransplantation, wofir er
1990 mit dem Nobelpreis fir Physiologie und Madsgazeichnet wurde (Hong et al., 1968;
Thomas et al.,, 1975). Die Knochenmarkstrangplastamnittlerweile ein probates Verfahren,
wenn aufgrund einer Krebserkrankung eine Chemiethétay wird, die das Knochenmark scha-
digen kann, oder im Falle von Leukamien SpenclexAdmark transplantiert werden muss. Die
frher durchgefiihrte Entnahme des Knochenmadenai®ckenkamm wird heute meist durch
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die Gewinnung der HSC aus peripherem Blut desr $psetzt, die hierzu eine Woche vor Ent-
nahme mit dem Wachstumshormon G-@8Rulocyte-colony stimulating fagtatimuliert
werden (Sung and Dror, 2007). Durch diese Behavetiden die Stammzellen mobilisiert, was
mit ihrem vermehrten Ubertritt aus dem Knochemdehk Blutkreislauf einhergeht. Dies ist ein
eindrucksvolles Beispiel flr das Potential ellogreaen Mobilisierung von adulten Stammzellen,
ohne sie zwingend nashvivolsolierung noch zusatzlich expandieren zu mussen.

Auch MSC wurden bereits erfolgreich in prakimisetiklinischen Studien angewandt. Das in
diesem Zusammenhang wohl prominenteste Beisigepé&lriatische Studie von Horwitz, in der
isolierte, allogene hMSC®@stieogenesis imperfeBiienten transplantiert wurden (Horwitz et
al., 2002). Es handelt sich hierbei um eine &ngrdyedi der aufgrund eines genetisch bedingten
Typl Kollagen-Defekts schmerzhafte Knochenbrichgexes Knochenwachstum, Osteopenie
und Deformationen des Skelettes auftreten (Maditi@hepiro, 2007). Jeder der sechs Patienten
erhielt zweimalig eine Infusion allogener hMS@enaeine Standard-Knochenmarks-Transplan-
tation vorangegangen war. Funf der sechs beharfialienten zeigten ein Anwachsen der
infundierten Zellen in Knochen, Haut und Knoclesomae eine Beteiligung an der Bildung von
neuem Knochengewebe. Die Detektion dieser Zedafgmad einer im Vorfeld durchgefihrten
retroviral-basierten Modifikation der hMSC mindieomycin-Resistenzgen maoglich. In dieser
Studie konnten keinerlei toxische Effekte aufglemdenetischen Veranderung beobachtet
werden (Horwitz et al., 2002).

Dass die retrovirale Transduktion allerdingsraabhche Gefahren birgt, hat eine Studie unter
der Leitung von Prof. Alan Fischer gezeigt, datigge Patienten mit einem schweren Immun-
defekt (SCID-X1severe combined immune deficjebhepandelt hat (Cavazzana-Calvo et al.,
2000). Hierbei wurde der Gendefekt der Gamma G+ IGERB4Knochenmarksstammzellen mit-
tels retroviraler Gentherapie behoben. Der atfaviglversprechende Erfolg wurde allerdings
wegen der Ausbildung von Leukamien in den bagiganiPatienten deutlich eingeschrankt. Bei
diesen Patienten kam es namlich zur Inserticetrdegalen Vektors in den Bereich des LMO2-
Protoonkogen-Promotors, was zu einer vermehrtessiexpvon LMO2 fuhrte. Dies wiederum
war mit der Entstehung einer Leukamie assoacin(Bey-Abina et al., 2003). Die Gefahr der
malignen Transformation genetisch manipuliertereumglantierter Stammzellen stellt deshalb
ein noch nicht geléstes Problem bezuglich eingpebschen Anwendung derart veranderter
adulter Stammzellen dar (Cavazzana-Calvo &l., 20

Eine wichtige Alternative bietet hierzu die englagehgezielte Aktivierung von Stammzellen in
ihrer Nische. In diesem Zusammenhang sind digaBgphzktionsmechanismen, die diese Pro-
zesse steuern von essentiellem Interesse. Bgem&ilghaltransduktionsweg, dem hierbei eine
grof3e Bedeutung zukommt, ist der \A@dtenin-Signalweg.
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B2 Wnt/ -CatenirSignaltransduktionsweg

B.2.1 WntSignalwege

Die Bezeichnung Wnt setzt sich aus den BegrifféinWifgglessund Int-1 zusammen. Ersteres
stammt aus Experimenten Bribsophila melanogaster denen eine Mutation im Wg-Gen zu
einer flugellosen Variante fuhrte. Int-1 hingegjeabgeleitet vom Int-1-Gen, das mittlerweile
Wnt-1 genannt wird. Dessen Aktivierung kann dteghation desyouse mammary tumor virus
(MMTYV) induziert werden, was die Entstehung wstkreBsiin einem Mausmodell hervorruft
(Nusse and Varmus, 1982). Der Wnt-Signalweg ist gesamten Tierreich stark konservierte
Signaltransduktionskaskade, durch die grundlegghdi@ére Interaktionen in multizellularen
Organismen gesteuert werden. Die Existenz dieslkge§es in der Seeanemone bis hin zu den
Saugetieren deutet darauf hin, dass die Divelesit&tahlreichen Whnt-Liganden eine frihe
Entwicklung in der Evolution der Metazoa watywadie6®0 Millionen Jahre zurickliegt (Gordon
and Nusse, 2006; Kusserow et al., 2005). Emspreeten durch den Wnt-Signalweg viele
grundlegende zellulare Prozesse wie z.B. die Bal@oben Proliferation und Differenzierung
oder Uberleben versus Apoptose gesteuert (Hoglavanagh, 2007; Logan and Nusse, 2004).

Sowohl im humanen als auch im murinen Systencheitdes man 19 verschiedene Wnt-Ligan-
den. Die Zugehorigkeit zu dieser Familie Cysteen-i2zernierter Liganden erfolgt haupt-
sachlich nach ihrer Primarstruktur und nicht auafgrnktioneller Gemeinsamkeiten. Demnach
wundert es nicht, dass verschiedene Wnts mitvesteathl unterschiedlicher Aktivitdten und
Signalwegen assoziiert werden. Die klassisahengiméanonische und nicht-kanonische Wnts
basierte auf der Fahigkeit dieser Faktoren diorfimation von C57MG-Zellen, einer murinen
Brustepithel-Zelllinie, zu induzieren (Wong &984l). So wurde hoch transformierend gleich-
gesetzt mit kanonisch, wobei in dieser Gruppe 3¥34,und 7a enthalten sind. Als nicht-
kanonisch - und damit nur schwach oder gar racstdarmierend - wurden Wnt2, 4, 5a, 5b, 6, 7b
und 11 bezeichnet. Darlber hinaus glaubte mahstumiah, dass diese zwei Klassen von Wnt-
Liganden Uber verschiedene intrazellulare Meamaaeren. In der Zwischenzeit wurde diese
strikte Unterteilung allerdings aufgegeben, ddempielsweise fir Wntba entsprechend seiner
Bindung an unterschiedliche Rezeptoren die Fajefkeien hat,-Catenin-abhéngige, kano-
nische bzw. -Catenin-unabhangige, nicht-kanonische Signalwegeduzieren (Mikels and
Nusse, 2006).

Charakteristisch fur Wnt-Proteine ist eine N-t@erfdignalsequenz sowie eine hoch konservierte
Verteilung von 23 Cysteinen und potentielle Ns@igkangsstellen. Ausserdem werden zahl-
reiche Vertreter der Wnt-Familie posttranslatioodifiziert. Sie werden einerseits glykosyliert
und andererseits palmytoyliert, wie es fur WniBart(\& al., 2003; Takada et al., 2006) und
Wnt5a (Kurayoshi et al., 2007) bekannt ist. Smaveify Falle von Wnt3a, dass es in das Endo-
plasmatische Reticulum (ER) transloziert wirdictvalia N-Glykosylierung erfolgt. Dies ist ein
entscheidender Punkt fur die Sekretion von WwtBaspelt die Lipidation durch Anfligen von
Palmitat-Resten am Cys77 fur die Glykosyliernagrkgende Rolle, allerdings ist die dadurch
entstehende Hydrophobizitat wichtig fur die matek&unktion von Wnt3a. Neueste Daten
zeigen, dass die Glykosylierung der Palmytoywierammgeht und beides essentiell fir die Sekre-
tion von aktivem Wnt3a ist (Komekado et al., 2007).
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Die Signale, die Uber die extrazellulare Bindubglter bekannten 19 Wnt-Liganden hervor-
gerufen werden, resultieren entweder im kanonisdeernin nicht-kanonischen Wnt-Signal-
wegen. Auch wenn diese Unterscheidung nicht ilmmgetkoffen werden kann, so geht man
doch meist von drei unterschiedlichen Wegen &aud(A)) wobei der Fokus der vorliegenden
Arbeit auf dem kanonische@atenin-abhangigen Wnt-Signalweg gelegt wurdeB&blinks).

In Abwesenheit des Wnt-Stimulus wi@tenin im Abbaukomplex phosphoryliert und nach Ub
quitinierung durch das Proteasom abgebaut.

Whnt/B-Catenin PCP Whnt/Calcium
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Abb B2: Schematische Zosaenfesganguhey Ye¢Bighalwege Wnt/Catenin, PCP und Wnt/Calcium.
(Detaillierte Erklarung im Text)

Die anderen Wege, die in weiten Teilen noch seterfind und nur schwer voneinander abge-
grenzt werden konnen, sind planar cell polarityPCP)-Signalweg (Abb. B-2, Mitte) und der
Wnt/Calcium-Signalweg (Abb. B-2, rechts), desll paiver die Rekrutierung von trimeren
G-Proteinen gesteuert wird (Semenov et al., @0isultieren nicht in der Akkumulation des
cytoplasmatischenCatenins, was den grof3ten Unterschied zum kiasor8sggmalweg darstellt.
Vielmehr kommt es zur Aktivierung verschiedenkanMeten, die teilweise vaeecond
messengeCalcium abhangig sind.

Ein wichtiges Protein in allen drei Wnt-Signalvis&tgaas Phosphoprotein DidHevelldd das
Signale in drei separate Wnt-Signalwege, demmatfi kanonisch als auch nicht-kanonisch,
weiterleiten kann. In Saugetieren gibt es insgaésanivi-Proteine (Dvl-1, Dvl-2, Dvl-3), deren
struktureller Aufbau hoch konserviert ist uncewEls aus drei Doméanen (DIX, PDZ und DEP)
bestehen. Nach Wnt-Bindung an die Zelloberfléetsgyigrt Dvl Uber seine DIX-Domane mit
Axin und die PDZ-Doméne mit €sk(n kinadg und GSK-3glycogen synthase kinaddabas

and Dawid, 2005). Daruber hinaus ist der gengweniSi®acs der DvI-Wirkung allerdings nicht
bekannt. Kirzlich konnte gezeigt werden, dassiidg#re Lokalisation von Dvl fir dessen Funk-
tion im Wnt/-Catenin-Signalweg notwendig ist (Itoh et al.).2005
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Der ursprunglich in Drosophila entdeckte PCRv8gyrdér vor allem wahrend der embryonalen
Gastrulation eine Rolle spielt, wird Gber Mitgtiedd-rizzled Rezeptor (Fzd) Familie vermittelt,
die die Jun-N-terminale Kinase (JNK) UbeR&apelated C3 botulinum toxin subgtraité-
vieren (Adler, 2002) und cJJUN ¢ncogeneabhangige Transkription vermitteln. Ein zentraler
Mediator hierbei ist Dvl, das zur Aktivierunghah Ras homologoug And damit der Rho K
(Rho associated kinadé@hrt. Die Initiation dieser Prozesse beisgelsivech Bindung von
Wntl1l dient der Kontrolle der Zellmigration urdritgt

Im Whnt/Calcium-Signalweg kommt es Uber die Bididenger Wnts an Fzds vermutlich unter
Beteiligung heterotrimerer GTP-bindender PrateiAktwierung der Phospholipase C (PLC) und
der Proteinkinase C (PKC) sowie Uber die Errgrimtrgizelluldren Calcium-Konzentration zur
Aktivierung der Calcium/Calmodulin-abhéangigee Kii@amKill). Zudem kann die cGMIR (
guanosine monophosphaspezifische Phosphodiesterase (PDE) aktidert, waydurch das
zellulare cGPM vermindert und die pt&i6 kinase)gnhibiert wird. Dies fiihrt ebenfalls zur
Erhéhung des Calciumspiegels, was wiederum @dnai@l Rhosphatase Calcineurin aktiviert.
Dadurch wird der Transkriptionsfaktor NRuBIEdr factor of activated T-Qeftsoduliert, der
z.B. in der Embryogenese entscheidend mitwirkBK@bheacheint Cdc42Il( division cycle 42
proteir) aktiviert zu werden, was die Zelladhasion ureb&sepwaration wahrend der Verte-
braten-Gastrulation reguliert. Durch CamKII n&réPkosphorylierungskaskade tber TAK1 (TGF-
activated kinasg) und NLKaémo-like kinagenitiiert, die letztlich zur Inhibition deSatenin-
Signalweges fiihrt. Eine Rolle fur diesen WntiC8lginalweg wurde vor allen Dingen in
Gastrulationsprozessen von Xenopus beschrieldingsilist Gber seine biologische Funktion in
Saugetieren sehr wenig bekannt.

Im Falle einiger Komponenten wie z.B. Fzd od&vhlohnte eine Uberlappende Funktion im
kanonischen (siehe B.2.2) und in den nicht-kAeon&ignalwegen gezeigt werden, wobei die
Unterscheidung in den meisten Fallen noch niclthmég(Habas and Dawid, 2005). Dement-
sprechend ist auch der genaue Mechanismus, darodindedderselbe Fzd einmal den
kanonischen und einmal den nicht-kanonischerw@ignatiuzieren kann, nicht bekannt. Aller-
dings deuten einige Daten darauf hin, dass dakiiote des(der) Fzd(s) mit LRBW&lensity-
lipoprotein receptor related proteiop vorrangiger Bedeutung ist, wobei der Repagitek
vielmehr als der Ligand selbst tiber den Signalerggcheiden scheint (Liu et al., 2005).

B.2.2 Wnt/ -CateninSignalweg im Uberblick

Im kanonischenCatenin-abhéngigen Signalweg (Abb. B-3) fuhAbdiesenheit des Wnt-
Signals zu einer Degradation d€atenin-Proteins im Cytoplasma. Dies wird durcéoge
Abbaukomplex gewahrleistet, der in der HauptsactienaProteinen ARMgnomatous poly-
posis colj Axin und GSK-desteht, was schlie3lich zu einer PhosphoryhemngCatenin
fuhrt. Nach Ubiquitinierung wircCatenin durch das Proteasom abgebaut (Abmki8}3, li

Dieser Zustand wird durch die Interaktion desigantdén mit seinem heterodimeren Rezeptor
(Fzd/LRP) an der Zelloberflache unterbrochenwirid bach Akkumulation schliel3lich die
Translokation des hypophosphorylier@atenins in den Zellkern. Dort wird die Exprdesion
sog. Wnt-Zielgene wie beispielsweise Cyclin EMMRTembrane-type 1-matrix metallopro-
teinas¢, MMP-7 oder Dkk-1 (Dickkopf) mittels der Tphos&faktoren der Tcf/Lef-Familie
(T-cell-specific transcription factor/lymphoid esdraninding factdrinduziert (Abb. B-3, rechts).

10| BLEITUNG



LRP5 LRP6 LRP5

fﬁmm mamﬁm

Axin

rizzled
(2.

Lk
ac

A q)
— -a
@ €D

- «’/":’; S CyclinD1 1
‘ / MT1-MMP
S B ("' L P Faar 1
\ AUS AN 5 / DKkk-11

Abb B23: Schematischer Uberblitleriien d€atenirabhéngigaskanonischen Wagignalweg.

In Abwesenheit des Wnt-Stimulus (links) ¥@atenin im Abbaukomplex phosphoryliert und nagh-Ub
tinierung durch das Proteasom abgebaut. Einegéhtddri-Bindung (rechts) fihrt zum Zerfall des-Abbau
komplexes-Catenin wird darauffolgend in den Kern translaziees mit Hilfe von Tcf/Lef-Transkriptions-
faktoren die Transkription der Wnt-ZielgeneyeliB.[l, MT1-MMP, Dkk-1, Fzd7) induziert.
Abkurzungen: APGeenomatous polyposis cBK <asein kinas&SK glycogen synthase kinase,

Fzd = Frizzled-Rezeptor, LRR-density-lipoprotein receptor related prptein

Tcf/Lef T cell-specific transcription factor/lymphoid ergngvinding factor.

B.2.3 Signalweiterleitung an der Zeddlimfiéche

Den 19 beschriebenen Wnt-Proteinen steht eidl\Mielz Bindungspartnern an der Oberflache
Whnt-sensitiver Zellen zur Verfliigung. Klassisskegebt man vor allen Dingen beim kano-
nischen WnttCatenin-Signalweg von einer heterodimeren Zussetroeg des Wnt-Rezep-
tors, bestehend aus einem Mitglied der FrizzéguteR€Zzd)-Familie und den Korezeptoren LRP5
bzw. LRP6 au3ariber hinaus gibt es allerdings auch Rezepsin-Kynasen wie Ror (Mikels
and Nusse, 2006), Ryk (Lu et al., 2004) und elmptdorKremen (Mao et al., 2002), die Wnt-
Proteine binden kdnnen und Signale ins Zellirmitdeiten, wobei Kremen auch als Korezeptor
fur den Antagonisten Dkk-1 fungiert.

D1

Dkk-1 stellt einen nattrlichen Inhibitor des Y@@#fenin-Signalweges dar und vermittelt seine
Funktion duch Bindung an LRP6. Dies konntecthsstinkingozw. Koimmunprazipitations-
experimente von zwei Gruppen gleichzeitig geretgnw(Bafico et al., 2001; Semenov et al.,
2001). Daruber hinaus wurde von diesen Autoremenrpel belegt, dass Dkk-1 nicht Uber
Bindung an Fzd, sondern ausschlie3lich durch gBemlubRP6 wirkt. Die Initiation einer
Signaltransduktion war hierbei nicht nachweistlarghr ist der inhibitorische Effekt auf eine
sterische Hinderung der Wnt-Fzd-Interaktion zwiiiiftlen. Neben der Bindung an LRP6 wurde
auch fur die membranstandigen Proteine Kremen-Kremén-2 gezeigt, dass sie Dkk-1 als
Rezeptoren dienen. So bildet Kremen-2 mit LRP&kahdeinen ternaren Komplex, der nach
Assoziation rasch endozytiert und damit von kdrezi#che entfernt wird (Mao et al., 2002).
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Hinsichtlich der transkriptionellen RegulationDkénl konnte eine Abhangigkeit vom kano-
nischen WnttCatenin-Signalweg ermittelt werden, die eineniveag@edbackviechanismus
impliziert (Niida et al., 2004; Gonzalez-Sanghp2€105).

LRP5 ntdd RRE6

LRP5 und LRP@/-density-lipoprotein receptor related prptnd sog. Typihgle-pas3rans-
membranproteine und stellen eine Untergruppenddensity-lipoprotei(LDL) Rezeptorfamilie
dar. Sie bestehen aus einer grof3en extrazellmdremer kleinen cytoplasmatischen Domaéne.
Diverse Studien zeigen, dass sowohl LRP5 aRRfueinke essentielle Rolle in der Wnt-Signal-
transduktionskaskade zukommt. Ein mutiertes bRfG-Pei dem die intrazellulare Domane
fehlt, ist vollstandig inaktiv und blockiert deirSignalweg. Entsprechend gegenlaufig verhalt es
sich bei Mutationen von LRP5 bzw. LRP6, dieemitFethlen der extrazellularen Doméne
assoziiert sind, was zu einer konstitutiven Aktgyides -Catenin-Signalweges fuhrt (He et al.,
2004). Daruber hinaus ist die gleichzeitige Abeiesen LRP5 und LRP6 in Mausembryonen mit
einem ahnlichen Phanotyp wie der Knockout vonuwht3Catenin verbunden (Cadigan and
Liu, 2006). LRP6-Knockout-Mause sind perinht@gddéyaet al., 2004) und zeigen ahnliche De-
fekte wie sie nach Ausschalten von Wntl, Wnt3ntira &ftreten. Dagegen sind LRP5-Knock-
out-Mause zwar lebensfahig, entwickeln allercingswiachsenenalter Osteoporose (He et al.,
2004).

Beim Menschen filhren Mutationen im LRP5-Gen datm@RBPGsgteoporosis pseudoglioma
syndrome Diese Erkankung ist durch eine sehr schwengo@see gekennzeichnet, die im
Jugendalter ausbricht und neben den skelettalermitbten mit einer Erblindung einhergeht
(Gong et al., 2001). Ein weiteres Beispiel I4BMBaligh bone massSyndrom mit erhdhter
Knochendichte, das ebenfalls die Folge eineoMmatiRP5-Gen ist (Johnson et al., 2004).

Obwohl die Funktion der beiden Rezeptoren inigeleWag des Wnt-Signals nicht vollstandig
geklart ist, ist bekannt, dass zumindest einigeriteine eine Bindung mit LRP5 und LRP6 ein-
gehen konnen (Wntl und Wnt4 an LRP5 sowie Wnfint8al an LRP6). Indes scheint diese
Bindung schwacher zu sein als die zwischen Wrzdufide et al., 2004). Auch die Frage nach der
Assoziation von LRP5 und LRP6 mit Fzd ist wditgededdart. Allerdings gibt es Beispiele in der
Literatur, die zumindast vitro darauf hinweisen, dass Fzds mit LRP5 bzw. eRgtrnen
konnen. So konnte gezeigt werden, dass dieySRg-rich domgibomane des murinen
Fzd8 an Wntl und an die extrazellularen DoméangRR®nind LRP6 bindet (Tamai et al., 2000).

FrizzledRezeptdeiamnitidie

Rezeptoren der Frizzled-Familie, von denen Issljevimi humanen bzw. murinen System gibt,
gehoéren zur Gruppe der G-Protein-gekoppeltendRez€@PCRs). Diese sind durch drei charak-
teristische Regionen gekennzeichnet und durchspi@rdembran sieben Mal. Dabei enthalt
die extrazellulare N-terminale Doméne die typiSRBrAbschnitte, die fir die Bindung der
Liganden notig sind. Die transmembranen alplresidel von der intrazellularen Region abzu-
grenzen, die aus drei intrazellularen Loops urmygasmatischen C-Terminus besteht (Wang
et al., 2006). Die gr6f3ten Unterschiede hinsidetliéminosduresequenz sind im C-Terminus zu
finden, wahrend im N-Terminus eine hohe Homolbgi@ stark konservierten Cysteinen beo-
bachtet werden kann. Die Unterschiede in dem8itgréditung verschiedener Fzd nach Bindung
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von Wnt scheinen vor allem durch die Diversitéttidaellularen Loops vermittelt zu werden
(Wang et al., 2006).

Eine genaue Einteilung der Fzd bezlglich dentdébperdr Liganden und der Rolle im
kanonischen und nicht-kanonischen Wnt-Signalwegprshso wie bei den verschiedenen Wnt-
Proteinen - bislang nicht méglich, da auch higipleRollen beschrieben sind. So kann Fzd7
sowohl im -Catenin-abh&ngigen als auch k@atenin-unabhangigen Wnt-Signalweg agieren
(Medina et al., 2000). Ebenso wenig bekanne dfmindiinationsmaoglichkeiten der Fzds mit LRPs
und den dazugehdrigen Wnt-Liganden.

Grundsatzlich unterscheidet man infolge der Whrigiran LRP und Fzd zwei Effekte, die zur
Stabilisierung von-Catenin fuhren (Abb. B-4). Das sog. Zwei-Sigiedl-Wesagt, dass die
Bindung von Wnt an einen heterodimeren Rezepterchusmd LRP zwei separate Signale ins
Cytoplasma verursacht, die als LRP/Axin-Zweryhd-Eweig beschrieben sind (Cadigan and
Liu, 2006).

Das erste Signal beinhaltet die Phosphorylierusgeaifischen LRP-Regionen, die entsprechend
PPPSP- bzw. CKI-Consensus-Sequenzen genanntdweld&5K-3und nachfolgend durch
CKI. Dieser Prozess lauft innerhalb von 10-15 Malutend gilt als Voraussetzung fir die
Rekrutierung von Axin zur Plasmamembran (Tam&i0&4a Mao and Niehrs, 2003). Dabei wird
durch die phosphorylierten PPPSP-Regionen drgBimalldAxin an LRP5 (Mao et al., 2001) bzw.
LRP6 (Tamai et al., 2004) vermittelt.

Das zweite Signal ist die Fzd-abhangige Phospiragwion Dvl, von der vermutet wird, dass
trimere G-Proteine beteiligt sind (Katanaev @0@h). Der Mechanismus, durch den Dvl den
-Catenin-Abbaukomplex inhibiert, ist nicht klar.

Abb.BB4: ZweiSignalModell firdikeStggaititamss
duktion naciBbiddingepn Wntan den heterodi-
meren Rezeptor.

Die Bindung von Wnt fuhrt zur Oligomerisierung von
Fzd und LRP und initiert zwei unterschiedliche
Signale. Das erste ist die Phosphorylierung von LRP
durch die Kinasen GSKuBd CK| wodurch es nach
Rekrutierung von Axin an die Membraninnenseite
zum Zerfall des-Catenin Abbaukomplexes kommt.
Das zweite Signal wird durch Fzds ermdglicht, die
durch einen bisher noch unbekannten Mechanismus
in der Lage sind, Dvl zu aktivieren, was wiedarum d
APC-Axin-GSK-Komplex inhibiert.

Nukleus (modifiziert nach Cadigan and Liu, 2006)

Abkirzungen: APCadenomatous polyposis c@K =casein kinasévl =dishevelled3SK glycogen synthase
kinase GTP guanosine triphosphateRP {ow-density-lipoprotein receptor related protein,
Tcf/Lef T cell-specific transcription factor/lymphoid emngrinding factor
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B.2.4 Signalweg ir€ytoplasma Abbau und AkkumtilativorveCatenin

In den socadherence junctiongrknipft -Catenin Mitglieder der Cadherin-Familie-@éte-

nin, was wiederum eine Verbindung zum Cytoskedtdtlth(Perez-Moreno and Fuchs, 2006).
Somit kommt-Catenin eine duale Funktion zu, einerseits Beisteidung des Cytoskeletts und
andererseits als Transkriptionsfaktor.

Die Struktur von-Catenin ist hoch konserviert, wobei die zentglenRaus l1armadillo
repeatsaufgebaut ist (Abb. D-5A), die nach ihrer EmgeckKuosophila melanogasternannt
wurden, wo das Ortholagn -Catenin alarmadillo(arm) bezeichnet wird. Es handelt sich hier-
bei um nicht exakt konservierte Sequenzwiededmlorg42 Aminoséauren, die partiell auch im
APC-Molekil zu finden sind (Willert and Nussg, 1998

In Abb. D-5B sind fiinf verschiedene FormenGatenin dargestellt, die vor allem hinsichtlich

des Phosphorylierungszustandes und der jeweitigengBpartner divergieren (Gottardi and

Gumbiner, 2004).

Man unterscheidet die am N-Terminus phosphomidriafolgedessen durch das Proteasom

degradierbare Form von der geschlossenen Koofpmnatach Wnt-Bindung zur Translokation

in den Zellkern und zur Assoziation mit Tcf/kef fuh

In der dritten, der heterodimeren Catenin-Form-ausd -Catenin, steht-Catenin fir die

Adhasion, aber nicht fir die Transkription zigMeyf da diese dimerisierte Form préaferentiell

von Cadherinen gebunden wird.

In der offenen Konformation kan@atenin sowohl Tcf/Lef als auch Cadherine ireewird

unter anderem dadurch deutlich, dass man nachtidmhder Zelladh&sionsfunktion von
-Catenin eine verstarkte Transkription von WgenBal beobachten kann. Im Gegensatz dazu

wird durch eine Uberexpression von Cadherineandlgiptionelle Aktivitat vorCatenin im
Kern inhibiert (Gottardi and Gumbiner, 2004).

In der inaktiven Form is€Catenin so modifiziert, dass es fur keine dendmschriebenen Rol-

len zur Verfligung steht.

Diese verschiedenen molekularen FormernGatanin kdnnen dazu fuhren, dass Adhéasion und

Whnt-Signaltransduktion in Zellen nicht zwingermggelk sind und durchaus auch getrennt von-
einander reguliert werden kdénnen.
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Interaktionen mit:

APC Tcf/Lef E-Cadherin

NH, COOH

Ubiquitinierungsstellen 12 Armadillo Repeats
Intramolekulare Bindung

@
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N-terminal"' geschlossene Dimer offene inaktiv
phosphpr’yliert Konformation Konformation
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Transkription & Transkription= Transkription+ Transkription ©

Abb B25: Molekuarer Aufbaind KonformationemmnorCatenin.

A) N-terminal liegen die Phosphorylierungssi@l€Kf und GSK-3sowie fir die E3 Ubiquitin-Ligase.
Zentral liegen 1&madillo repeatslie als Bindungsstellen fir eine Vielzahl ieterater Proteine dienen.
B) In Abwesenheit eines Wnt-Stimulus wixatenin am N-Terminus phosphoryliert und duréhataa-
som abgebaut. Der C-terminale Bereich ist ingdeeire intramolekulare Bindung herzustellargatiie
Whnt-Stimulation fiir die Tcf/Lef-Bindung wichtigndtzur geschlossenen Konformation fihrt. Iretéder h
rodimeren Catenin-Form ausind -Catenin ist es an der Zelladhéasion beteilig: trifenen Konforma-
tion kann -Catenin am Wnt-Signalweg und an der Zelladh&sgiligbsein. Die inaktive Form steht fir
keinen der beiden Wege zur Verfigung (Willerisswl M998; Gottardi and Gumbiner, 2004).
Abkirzungen: AP@Gédenomatous polyposis codid = Cadherin, Cikasein kinas€at = Catenin,

GSK glycogen synthase kinase

Im basalen Aktivierungszustand einer Wnt-sengélleekann man nur geringe Mengen an cyto-
plasmatischem-Catenin nachweisen, da es in Abwesenheit deedr@sden kanonischen
Whnt-Liganden abgebaut wird. Die fir die gesansighBhdierung vonCatenin entscheidende
Sequenz istIBGXXSXXXTXXXBb. B-6 verdeutlicht den Prozess der Phosplnagylion S&r
durch die Kinase CKder essentiell fur die nachfolgende Phosphmiylikrch GSK-2in ThY,

Set’ und Sétist. Das so phosphorylier@atenin wird tiber die Seund Sef-Reste vom F-Box
Protein -TrCP erkannt, das einen Teil des E3 UbiqusenKogsplexes darstellt (Kikuchi et al.,
2006).
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Abb.BB6: Regulation der-Cateninbegradation
im Abibalsbonpiéexuntee rAbnessahlediteaiess\Writ

e o
- Die Degradation vonCatenin im Abbaukomplex

m l wird durch N-terminale Phosphorylierung durch zwei
Kinasen eingeleitet. Die erste Phosphorylierung er-
LD333GIH3§GA'I§'I1'TAP§EI)_S folgt durch CKlan Sef und gilt als essentielle

Voraussetzung fir die nachfolgende Phosphory-
lierung durch GSK-2an drei weiteren Phosphorylie-
rungsstellen (Thr Se¥, Set). Ferner erfolgt eine
Phosphorylierung von Axin und APC durch GSK-3
was die Bindung vonCatenin an APC verstarkt.
Hierdurch wird Axin stabilisiert. Diese vollstandig
Phosphorylierung ist eine notwendige Bedingung,
dass -Catenin durch Komponenten des Ubiquitin-
Proteasom-Weges erkannt und abgebaut wird.
Abkirzungen: AP&tenomatous polyposis coli,
CK=asein kinas& SKglycogen synthase kinase
- © LRPiow-density-lipoprotein receptor related protein,
ey @ Tcf/Lef T cell-specific transcription factor/
g OO lymphoid enhancer-binding factor

Die Phosphorylierung und nachfolgende DegradatiorCatenin kann nur im sog. Abbau-
komplex erfolgen, der alle erforderlichen Protezimee rAumliche Nahe bringt. Entscheidend fur
die Einbettung vorrCatenin sind vor allen Dingen die Proteine ARGian@bb. 6). Die Folgen
von Mutationen in APC werden vor allen Dingelfem € erblich bedingtem bzw. sporadisch
auftretendem Darmkrebs deutlich. Diese Mutatiodemis hohen Leveln vorCatenin und
transkriptionell aktiven Tcf/Lef-Komplexen agsezie ein stark gesteigertes Proliferationsver-
maogen der Zellen verursacht (Segditsas and Torad&). Wichtig hierbei ist, dass APC-Mole-
kile mit einer mutiertenCatenin-Bindungsstelle oder einer mutierten Avdorjsstelle nicht
zum Abbau vonrCatenin beitragen kénnen (Kawahara et al.,R@@2ufolge ist eine Komplex-
bildung dieser Proteine von entscheidender Bedeutun

Axin kann eine Vielzahl von Proteinen des Wnt-bedms. Unter anderem bildet Axin mit
GSK-3 einen Komplex, wodurch APC phosphoryliert uBthdiimg von -Catenin an APC
verstarkt werden. Darlber hinaus phosphorylieBt @8&h -Catenin, das fest an APC gebun-
den vorliegt (Abb. B-6) (Kikuchi et al., 2006).

B.2.5 Signalweiterleitung iMuKigdsus

Nach Aktivierung des Wn@atenin-Signalweges kommt es zuné&chst zu elibsi&tang und
Akkumulation von-Catenin im Cytoplasma. Der genaue Mechanismassdelel3enden
Imports in den Nukleus ist nicht geklart, allsrdied® man, dassCatenin keimuclear locali-
zation signalNLS) besitzt (Henderson and Fagotto, 2002kem diesammenhang wurde
diskutiert, ob APC nicht nur im Abbaukomplexyrs@ad wahrend des Transportes von
-Catenin in den Zellkern eine Rolle als Bindungspspielt. Es konnte namlich gezeigt werden,
dass APC zwischen dem Nukleus und dem Cytopldsiakpan, was im Falle des Imports tUber
ein NLS und im Falle des Exports Uber deah@dthbgome region maintenghtdexportin-Weg
ermdglicht wird (Henderson and Fagotto, 200@)ing#esteht dies im Widerspruch zu Berichten
des unabhangig von APC erfolgenden nukledres ¥xpoe@atenin (Hendriksen et al., 2005).
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Fur die Translokation und die Funktion-@atenin im Kern erwiesen sich zwei nuklearaérotei
namengeglesgLgs) [mit dem humanen Ortholog BCL9 (Kramp2G£12)] und Pygopus (Pygo)
(Thompson et al., 2002) [mit zwei humane Orthadgessentiell. Demnach scheint die Rolle
von Lgs/BCL9 darin zu liege@atenin an Pygo zu binden, was wiederQatenin dazu
befahigt, Wnt-Zielgene tber die Interaktion mieTuofanskriptionell zu aktivieren.

Ein Meilenstein in der Aufklarung der transksipkitvierenden Rolle voiCatenin war die
Entdeckung der Assoziation mit dem Transkriptandfef-1 (Behrens et al., 1996). Lef ist
ebenso wie Tcf (Hoppler and Kavanagh, 2007y MitgireUntergruppe von HM@H mobility
group)Box enthaltenden Transkriptionsfaktoren. Chateddierfr diese Art der Transkriptions-
faktoren ist, dass sie nur gemeinsam mit andanekriptionsfaktoren funktionell aktiv sind. So
weisen sie zwar DNA-Bindungseigenschaften aaf) kbardings die Transkription nur mit Hilfe
anderer Proteine aktivieren. Dabei binden sphaibi1G-Box direkt an DNA-Sequenzabschnitte
[(Consensus-Sequenz (A/T)(A/T)CAA(A/T)G@)]Abevessenheit vorCatenin die Genexpres-
sion durch Interaktion mit sog. Korepressoremomeh@ TLE§nsducin-like enhancer of gplit
und CtBRQ-terminal-binding protginnterdriicken (Hurlstone and Clevers, 2002¢ilRaddss
nukleares -Catenin bestimmt, ob Tcf/Lef i@atenin-freien Komplexen als transkriptionelle
Repressoren (in Abwesenheit eines Wnt Signals) dciatenin-enthaltenden Komplexen (nach
Stimulation mit Wnt) als transkriptionelle Akteatwirken.

Die Bindung zwischefCatenin und den Transkriptionsfaktoren erfolgthemi den ersten 50
Aminosauren der Tcfs und denadillo-repeat8-10 von -Catenin (siehe B.5-A). Die Bindung
von Tcf an den Korepressor Groucho wird tber @d3saréne an einer konservierten Region
der Tcfs bewerkstelligt, die zwischen -@atenin-Bindungsdomane und der HMG-Box liegt
(Hurlstone and Clevers, 2002). Die Repressiont-dézld&ne, die Tcf/Lef-Bindungsstellen in
ihren Promotorregionen beinhalten, erfolgt in Abkeis von -Catenin durch Bindung von
Groucho an Tcf/Lef Uber die Interaktion mit Histacetylasen. Hingegen wiratenin nach
Translokation in den Nukleus als Gerust, um /def-Hiddteine an spezifisatt@omatin-
remodelinglomplexe sowie an die schon erwahnten Wnt-Kioagtivegs/BCL9 und Pygo zu
binden. Hierbei interagiert der N-termiaateadillo repeaton -Catenin direkt mit Lgs/BCL9,
wodurch wiederum Lef-1 mit Pygopus assoziiert.

Der C-terminale Teil demadillo repeatsnthalt dagegen eine sehr starke Aktivierunggjoman
die multiplechromatirremodelingJntereinheiten bindet. Dies fuhrt schlie3licineu affenen
DNA-Konformation und damit einhergehend zur tpiosiallen Aktivierung der entsprechen-
den Wnt-Zielgene (Willert and Jones, 2006). IseAheie von-Catenin liegen Tcf/Lef zusam-
men mit dem Korepressor Groucho vor, was untemaftistondeacetylasen rekrutiert, die tber
die Eliminierung von Acetylgruppen der HistotieHet¢me dichter gepackte DNA ermdéglichen,
was die Transkription blockiert.

BNLEITUNG| 17



Wwnt-Zielgene

Als Wnt-Zielgene werden solche Gene bezeichrehedief/Lef-Consensus-Sequenz in ihrer
Promotorregion tragen und bei denen nachgewiasiem kennte, dass diese fur die Expression
des entsprechenden Gens wichtig ist (www.stahfbrtesse/wntwindow.html). Hierzu zahlt
beispielsweise das Gen Cyclin D1 (Shtutman@®3l.Tetsu and McCormick, 1999), das als
Zellzyklusregulator an der Proliferation eukagtmttiZellen beteiligt ist. Aber auch Gene, die in
die invasiven Prozesse verschiedener Zelltypeerinsiod wie die Matrix-Metalloproteinase
MMP-7 (Brabletz et al., 1999; Gustavson et dl),a2gd MT1-MMP (Takahashi et al., 2002;
Hlubek et al., 2004) wurden als Wnt-Zielgeneidaschr

Zudem gibt es Gene, die selbst Teil des Wnt&jgaaimd und infolge einer Stimulation durch
Wnt transkriptionell reguliert werden. In diessamfnienhang sind beispielsweise Dkk-1 (Niida
et al., 2004; Gonzalez-Sancho et al., 2005)(JawirE2 al., 2002b) oder Fzd7 (Willert et a)., 2002
Zu nennen.

Sehr wichtig ist die Beobachtung, dass die Wnigaeh#ranskriptionelle Regulation einzelner
Gene in unterschiedlichen Zelltypen verschiedéarsei So scheint die Anwesenheit von Con-
sensus-Sequenzen in Promotorregionen nicht albdiimgusschlaggebend zu sein, ob ein Gen
Uber den Wnt-Signalweg reguliert wird. Hier éstsoghtlich der jeweilige Zelltyp bzw. Differen-
zierungszustand einer Zelle von grolRer BedeutuBgispiel dafur ist das Gen Cyclin D1, dessen
Expression in einer Kolonkarzinom-Zelllinie nackd&wn von APC und einer damit normaler-
weise einhergehenden Aktivierung des Wnt-Wegsgeantign Erwartungen nicht induziert ist
(Sansom et al., 2005).

B.2.6 Wnt/ -CatenirSignalweg imes=reritnyiglele S Gimmzeltdien

Die erste Beschreibung einer Rolle des Wnt-Sigsailv&tammzellen aus dem Knochenmark
kam aus dem Labor von Prof. Irving Weissmannéwsl Sd@ssen Arbeitsgruppe zeigen konnte,
dass die Fahigkeit zur Selbsterneuerung in h&tathem Stammzellen maf3geblich Uber den
kanonischen WntCatenin-Signalweg reguliert wird (Reya et aB). Zbfva ein Jahr spater
wurde von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen eberRdlle des WntZatenin-Signalweges
auch in hMSC beschrieben. Die Autoren konnt&m bdéss der kanonische, Gber Wnt3a indu-
Zierte Signalweg die Proliferation der hMSC féndedie Differenzierung inhibiert (Boland et al.,
2004; De Boer et al., 2004). Weitere Arbeiteemdettlich, dass aufgrund der Expression einer
Vielzahl von Komponenten des Wnt-Signalwegeserdmasalen Aktivitdt ausgegangen werden
kann (Etheridge et al., 2004).

Dartber hinaus ist allerdings wenig bezuglicholler d8s WntfCatenin-Signalweges in
humanen ebenso wie in murinen mesenchymalen MBQ. hekztere sind insbesondere fir
funktionellein viveUntersuchungen zum Wn€atenin-Signalweg im Tiermodell von grof3em
Interesse.
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KaPITEC

C Fragpstadilnggpond Ziele der Arbeit

Basierend auf dem noch relativ eingeschranktenigstand des WntCatenin-Signalweges in
humanen (hMSC) und vor allen Dingen in murine@)YmidSenchymalen Stammzellen war die
Klarung folgender Fragestellungen zu BeginnAdlesieron vordringlichem Interesse:

Kann das Invasionsverhalten von MSC — ahnlicblitenatton — durch die Aktivierung
des Wnt/-Catenin-Signalweges beeinflusst werden?

Werden Frizzled-Rezeptoren in MSC exprimieréertbigt ihre Regulation?

Welche Rolle spielen der Rezeptor LRP6 und diehedtihibitor des kanonischen Wnt-
Signalweges Dkk-1 in der MSC-Biologie?

Sind die basalen Wn€atenin-Signalweg-Komponenten in hMSC und mMSdietibe
Spezies-Grenzen hinweg vergleichbar exprimiegildizes Unterschiede im zellularen
Phanotyp infolge einer Aktivierung bzw. Inhidigear Signaltransduktion?

Die Beantwortung dieser Fragen sollte durchgd#indieh wesentlichen Zielsetzungen erreicht
werden:

1. Wintensuciumg dies WiiZatemimSignalweges hinsichtlich seiner
Bedeutung fiir die Proliferation und Invasion v&ChM

Die Aktivierung des Wn€atenin-Signalweges sollte auf zweierlei Westgererfund zwar
einerseits mittels exogener Stimulation durchezugabN/nt3a bzw. LiCl und andererseits durch
Knockdown einzelner Komponenten deatenin-Abbaukomplexes, nadmlich APC und Axin2.
Neben der Analyse von Wnt-Zielgenen wie Cyclivd DATA-MMP sowie des Proliferations-
verhaltens sollte hierbei insbesondere der Umterguder Migrationsfahigkeit derartig stimu-
lierter Zellen durch humane extrazellulare Mau&sipn) eine vorrangige Bedeutung zukommen.

Des Weiteren sollten der WA@Atenin-Signalweg durch einen RNAi-basierterz Anfshtert
und die Auswirkungen eines Knockdowns des ttianskakpivierenderCatenin bzw. des Wnt-
Korezeptors LRP5 hinsichtlich der Wnt-Zielgessitxpréroliferation und Invasionsfahigkeit
naher untersucht werden.
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2.Untersuchumngezur Frizzle&zeptiomrExpression und Regulatvon Eré%aids
Korezeptor von LRP6

Da neueste Literaturhinweise zeigen, dass LRIR6 kxdB einen funktionellen Rezeptorkomplex
bilden kdnnen, sollte neben der erstmaligen atigerg@aluierung des Fzd-Expressionsprofils in
MSC vor allem die Expression von Fzd8 als Koverdp®P6 in hMSC untersucht werden.

DarlUber hinaus sollte exemplarisch fir den FadB&RPtorkomplex in einem RNAi-basierten
Ansatz eruiert werden, welche Komponenten detofRerggexes fur die Weiterleitung des
Wnt3a-Signals entscheidend sind.

3. Imhitbition dies Wit/ CateninSignalweges unter Einsatz des natirlichen Inhibitkk

Zur Evaluierung des Hemmeffektes von Dkk-1wsuiitbst die endogene Expression von Dkk-1
und seines Rezeptors LRP6 im Detail untersueht \E@rdvichtiges Ziel stellte dabei die verglei-

chende funktionelle Charakterisierung des Dklefdtdted RP6 und des Wnt-Korezeptors LRP5
mittels RNAI dar. Hierbei sollten insbesondé&féettie auf die Wnt-Zielgen-Expression, die Pro-

liferation und Invasionskapazitat von hMSC seviderdiequenzen fur die Dkk-1-Bindung naher

Uberprift werden.

Schlief3lich sollte der Wr@atenin-Signalweg durch die exogene Gabe emmbinakiten
Dkk-1 inhibiert werden. Auch hier sollten die ukiager im zellularen Phanotyp insbesondere
hinsichtlich eines modifizierten Proliferatioms-lbhgasionsverhaltens im Fokus stehen.

4. KompeatvieAAablyealde BESmmponenten des WniLateninrSignalweges
in hMSC und mMSC sowie Etablierung des-Refiogfersystenis mMSC

Um die GrundvoraussetzungrfiniveExperimente im Mausmodell zu schaffen, sollted VIS
Vergleich zu hMSC untersucht werden. Dabeimolitem geklart werden, ob die Aktivierung
bzw. Inhibition derCatenin-abhéngigen Signaltransduktion im munsensin gleicher Weise
wie in den humanen Zellentitaten moglich ist,nuwidweit diese Einflussnahmen auf zellulare
Effekte wie z.B. Proliferation und Invasion eiebgiesind.

In diesem Kontext erschien fir Untersuchungen3& rdid Etablierung des Tcf/Lef-Reporter-

Systems vorrangig, das eine Reportergen-vernieléfizierung derCatenin-abhangigen
Transkription ermdglicht.
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D Material und Methoden
M1 Material

D.1.1 Gerate

Autoklav 3850

Biophotometer

CCQInkubator Galaxy S

Eismaschine AF-10
Flachbett-Gelelektrophorese-Apparatur

KarPITEHD

Systec GmbH, Wettenberg
Eppendorf, Hamburg
RS Biotech, Irvine, England
Scotsman, Frimont, Italien
PegLalerkrlan

Gel-Bilderfassungssystem Intas Gel Imager Ititage®0

Heizblock Thermomixer Compact
Hybridisierungsofen, Hybridizer HB-100
Image Scanner
Kihlschrank (4 °C)
Magnetriihrer Ika-Combimag RCO
Mikroskope:
IX50 mit
CCD Kamera Typ 3CCD
UV-Lampe U-RFL-T
IX70 mit
POC Chamber
SensiCam QE
Tempcontrol 32-2
Uniblitz VCM-D1 Shutter
UV-Lampe BH2-RFL-T3
Mikrowellenofen R-6270
Neubauer-Zahlkammer
Orbitalschuttler:
Certomat R
Infrons TR150 mit
Heissluft Inkubatorofen ITE
PCR Thermal Cycler:
Gene Amp 2400
LightCycler 1l
Mastercycler Gradient
pH-Meter:
Typ 526 mit pH Elektrode
Pipetus-akku

Eppendorf, Hamburg

UVP,drgieraducts, USA
Pharmacia, Freiburg
Siemens, Miunchen

daikmkel, Staufen

Olympus, Feldkirchen-Westerham
Sony, Kéln
Olympus, Feldkirchen-Westerham
Olympus, Feldkirchen-Westerham
Pecon, Erbach
PCO CCD Imaging, Kehlheim
Pecon, Erbach
Vincent Associates, Rochester, USA
Olympus, Feldkirchen-Westerham
Sharp, Osaka, Japan
Plazotta, Mlnchen

Braun Biotech International, Melsungen

Infrons AG, Bottmingen, Schweiz
Infrons AG, Bottmingen, Schweiz

Perking Elmer, Langen
Roche, Mannheim

Eppendorf, Hamburg

WTW, Weilheim
Hirschmann Laborgeréte, Eberstadt

ATERIALIND METHODEN
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Proteintransfereinheiten:

Mini Protean Electrophoresis Cell

Mini Trans Blot Electrophoretic

Transfer Cell

Sicherheitswerkbanke:

BDK 7419, Modell UVF 6.18S

Herasafe Typ HS12
Spannungsquellen:

Consort E143

Mighty Slim
Stickstofftank Locator 4
Spectrofluorimeter Safire 2
Tiefktihlgefrierschrank:

Colora UF 85-300S (-80 °C)

Liebherr Premium Frost (-20 °C)
Transluminator DarkReader

Vakuum-Zentrifugal-Verdampfer Typ RC 10.9

Vortex Genie 2
Waagen:
Analysenwaage, A 120 S
Technische Waage, MA AF200
Warmeschréanke:
B30
BE30
Wasserbader:
WB-14
Exatherm U3electronic

Wasserdeionisierungseinheit Membrapure

Zentrifugen:
Varifuge 3.0 R
Sepatech Biofuge 15
Eppendorf 5415 D
Kihlzentrifuge, Eppendorf 5415 R
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BioRad, Miinchen
BioRad, Mlunchen

BDK, Sonnenbuhl-Genkingen
Heraeus Instruments, Gottingen

PegLab, Erlangen

Hoefer, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Tecan, Crailsheim

Colora, Lorch

Liebherr, Ochsenhausen

Clare Chemical RBséanes, USA
Jaeamadiing

Scientific Industries, New York, USA

Satorius, Gottingen
Satorius, Gottingen

Memmert, Schwabach
Memmert, Schwabach

Memmert, Schwabach
Julabo, Seelbach
MembBdtigREgim

Heraeus Sepatech, Minchen
Heraeus Sepatech, Minchen
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg



D.1.2 Bioinformatische Hilfsmittel

Image Master Labscan 3.0 Pharmacia, Freiburg
Image Quest QV 770 Intas, Gottingen
LightCycler Software 3.5 Roche, Mannheim
SECentral SciEdSoftware, Cary, USA
XFluor4 Safire2 Tecan, Crailsheim

Fur die Identifikation von potentiellen siRNA+&sfuevurden die mRNA-Transkripte (NCBI
Nucleotide Datenbank, Bethesda, USA; http://wivmlvmilh.gov) der zu regulierenden Zielgene
mit den Online-Programmen siRNATarget FindectigGétiscataway, USA) und siRNA Design
Tool (Qiagen, Hilden) analysiert und passende siRi&ls er
* (https://lwww.genscript.com/ssl-bin/app/rna
“(http://www1.qiagen.com/Products/GeneSilencingiSiRha/SiRnaDesigner.aspx)

Die Auswahl der siRNA-Sequenzen (19 Nukleotidgg eriter Zuhilfenahme der 2004 von
Angela Reynold beschriebenen Kriterien (Reyralld@d4). Demzufolge wird die siRNA von
1-19 durchnummeriert, nach bestimmten Merkmalersuctit und darauf basierend bewertet.
Eine maximale Punktzahl von 10 Punkten konntehadiuBg der in der folgenden Tabelle
beschriebenen acht Kriterien erreicht werdencBelEidhaltung der Kriterien 7 und 8 erfolgte
ein Punktabzug, weshalb die in Tab. D-1 angegéhéoee Punktzahl bei O liegt.

TabD-1: Kriterien fiir die Auswabhl der sifAuenzen nach A. Reynolds.

Kriteriun Voraussetzu Mdogliche Punk
G(-Gehalt zwischen 36 und 5
A oder U an Positin 15- 1€
Schmelztemperatur < 2(

A an Position

A an Position

U an Position

Kein G oder C an Positic

Kein G an Position
Abkirzungen: A = Adenosin, G = Guanin, C = Cyto&lmgcil

o|Njo|oN|w| N~
olor|rIk|| 0|

Alle so ausgesuchten siRNA-Sequenzen wieserensrelastPunktzahl von 6 auf, was zur best-
maoglichen Knockdown-Effizienz fuhren sollte. Bmfit8p der siRNA-Zielsequenzen wurde
abschlieBend in einem transkriptomweiten Verglgiakem BLAST Programm sichergestellt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Die Auswahl der Primersequenzen fir die quanti®dHPCR unter VerwendungUdérersal

Probelibrary-Sonden erfolgte mit Hilfe der dafir auflaimepage der Firma Roche zur Verfu-
gung gestellten Software (https://www.roche-aggliedce.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp).
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D.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten Chemikalien hatten ,p. a.” Qua&Reaktions- und Kultivierungsgefalle
wurden entweder steril bezogen oder vor der Vengédoad 121 °C und 1 X P@ Uberdruck fir
20 Minuten autoklaviert.

D.1.3.1 Chemikalien und Materialien fiir molekularbiolegisathniken

Chemikalien

Agarose, Nusive Biozym, Hameln

Agarose, Seakem GTG Biozym, Hameln
-Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen

CyQuant Cell Proliferation Assay Kit Molecules, PuthA

DAPI Molecular Probes, USA

DNA Molekulargewichtsmafkeneruletkb MBI Fermentas, St.-Leon-Rot

DNA Molekulargewichtsmathitira Low Range PegLab, Erlangen

DNA Molekulargewichtsmarker V, VIl Roche, Mannheim

DNA-Auftragspuffer, 10 x Invitrogen, Karlsruhe

dNTPs Pharmacia, Freiburg

Ethanol Merck, Darmstadt

Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen

Gelextraktionskit Nucleospin Extract II-Kits Mgdkagel, Duren

Human Multiple Tissue cDNA Panel 1 Clontech, USA

Isopropanol Sigma, Deisenhofen

Klenow-Enzym Roche, Mannheim

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | , MRudheim

LightCycler TagMsliaster Roche, Mannheim

Plazenta-cDNA BD Biosciences, USA

puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads GE Healthcake, Engla

QIAshredder Qiagen, Hilden

Quantitect Reverse Transcription-Kit Qiagen, Hilden

Restriktionsenzyme New England Biolabs und Roche

T4-DNA Ligase New England Biolabs, Frankfurt

Taq Platinum Polymerase Invitrogen, Karlsruhe
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Vektoren

Klonierungs-Vektoren: pCR2.1-TOPO und pCRUWIHYEN)

Fur die Sequenzierung von cDNA-Fragmenten, diie ferstellung bestimmter Expressions-
vektoren notig waren, wurden die TOPO-Vektofémdeinvitrogen verwendet (Abb. D-1). Das
Prinzip dieser Vektoren basiert auf der termiadgrosintransferase-Aktivitat von Taqg-Poly-
merasen. Diese ermdglicht das Anhdngen von Dmmmsigadn die 3'-Enden von PCR-
Produkten. Da die verwendeten linearisierteneigh@iR2.1-TOPO bzw. pCR4-TOPO einen uber-
hangenden 3"-Desoxythymidin-Rest haben, konnérdel0Re sehr einfach in diese Plasmide
ligiert werden, was durch die kovalent an denidiegan Vektor gebundene Topoisomerase |
katalysiert wird (Shuman, 198#jtels der Antibiotika-Resistenzgene AmpicidliiKamamycin
kénnen die erfolgreich transformieBEarolKlone selektioniert werden.

Hindlll
Kpnl
Sacl
I BamHI
/ Spel
mMcS/ LacZo-Fragment Batl
EcoRI

L

Spel
[ Pstl

mcs/ LacZo-Fragment Pmel

EcoRI

lac Promoter Jac_ Promoter

EcoRI
Notll

EcoRI

f1-Origin | Ecorv

BstX|

Notl

Xhol pUC-Origin
Nsil

Xbal

Apal

pUC-Origin pCR2.1-TOPO

3931 bp

_ pCR4-TOPO _
3957 bp

Kanamycin" Kanamycin"

|

Ampicillin” Ampicillin”

Abb.[B1: Vektorkarten von pCRZOPO und pGROPO

pPpEGFP-NBD Clontech, USA)

Das Plasmid pEGFP-N3 kodiert fur ein spezielisdbergrin fluoreszierenden Proteins (GFP)
der Qualldequoria victorigAbb. D-2). Dieses wurde hinsichtlich der Erpuess@ner starke-

ren Fluoreszenz flr Saugetierzellen optimierheDaitiaus kann man in dieses Plasmid das
gewlnschte Transgen in digltiple cloning sitdMCS) am 5-Ende der EGFP-kodierenden
Sequenz einbringen, so dass eine Fusion des§ raitstgan N-Terminus des EGFP entsteht. Die
Selektion erfolgreich transformideieotKlone erfolgt tiber Kanamycin-Zugabe in das Medium.

Nhel
Eco47I1l
Bglll
‘ Xhol
T Sacl
Hindlll

CMV Promoter

| EcoRI
Pstl
EGFP 5
Kpnl
Sacll
Apal
Xmal
Smal
BamH|
Xeml

pUC-Origin
__ pEGFP-N3 _
4729 bp

HSV TK

Kanamycin/Neomycin

Abb [B2: Vektorkad alds Reppramizsstids p BBEB PP
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Gaussia-Vektoren: pGLucBasic und pCMNBRB)c

Die beiden Vektoren pGLucBasic und pCMV-GLumalddEB dienen der Expression der
Luciferase aus dem Tiefsee-CephaloBadssia princepBiese spezielle Luciferase, die ein flr
die Sekretion wichtiges Signalpeptid tragt, kane@ die Zugabe von ATP im Uberstand
transfizierter Zellen bestimmt werden. Die Akdetd_uciferase, die eine Oxidation des Sub-
strates Coelenterazin katalysiert, kann Ubemiissm@ gemessen und im Luminometer quanti-
fiziert werden. Der pGLucBasic-Vektor tragt dezekoe Sequenz fur die Gaussia-Luciferase
ohne einen Promotor und kann demnach fir Promdienstachtraglich eingefligter Promotor-
sequenzen verwendet werden. Die Selektion gdasiZallen erfolgt Gber Neomycin-Zugabe ins
Kulturmedium. Der CMV-GLuc-Vektor hingegen dieKbrafollvektor fur die konstitutive
Expression der Gaussia-Luciferase. Auch hierstébmhémansfizierte Zellklone Gber Selektion in
Neomycinhaltigem Medium generiert werden. Dagr@en frokaryontische Antibiotika-Resis-
tenz ist in beiden Fallen Ampicillin.

| Byl
EcoRI
EcoRV

Hindlll CMV Promoter
Kpnl
Sacl
BamH|

mcs/

| GLuc

Ampicillin”

_pGLuc-Basic__
4920 bp

Ampicillin”

__ pCMV-GLuc__
5764 bp

Neomycin" Neomycin"

| \ |
pUC-Origi\—’ pUC-Origin

Abb [B3: Vektorkarten der Gauskigciferasdrlasmide pGLgasic und pCMSLuc

pcDNAS3. invitrogen)
Der Expressionsvektor pcDNAS3.1 (Invitrogen)chtnubglitransiente und stabile Transfektion

eukaryontischer Zellen mit dem Ziel ein Tranagen,die MCS eingebracht wurde, konstitutiv
Uberzuexprimieren. Es enthalt den sehr starkestdPrdes Cytomegalie Virus und die Poly-
Adenylierungssequenz desgine growth hormor{8GH) (Abb. D-4). Die Selektion stabil transfi-
zierter eukaryontischer Zellen kann durch ZugabMeemycin ins Kulturmedium erfolgen,
wahrend die Zugabe von Ampicillin die Seleldﬁcmkhtryqvﬂlten ermaglicht.

Pmel

Afll

Hindlll
mMCS/ P

/ BamH

Bstx
BGHpA EcoR
EcoRV
BstXl
Notl
Xhol
Xbal
Drall
Apal
Pmel

CMV Promoter

Ampicillin®

pcDNA3.1
5428 bp

|
pUC*

Abb [®4: Vektorkarte des pcDNA3.1 Expressionsvektors

Neomycin®
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pSUPERS8TOPflash

Der aus dem Labor von Prof. Randy Moon bezogemeSYHRER8TOPflash dient dem Nachweis
-Catenin-abhéngiger Expression. Es handelt sgih wait verbreitetes Reportersystem, bei

dem die Expression der Gluhwirméhestijus pyralid_uciferase nur nach Translokation von
-Catenin in den Zellkern und Assoziation mitf-Tieibskriptionsfaktoren erfolgen kann. Dieses

Reportersystem ist dadurch gekennzeichnet, dassifdiease unter der Kontrolle eines mini-

malen Thymidin-Kinase Promotors,(pdi#s dem Herpes simplex Virus steht, der féllesich

nur eine sehr geringe Aktivitat aufweist. Unraittety dieser Promotorsequenz liegt ein DNA-

Abschnitt, der aus acht aufeinander folgendesf-Bsfidungsstellen (AGATCAAAGG) besteht, die

jeweils von ein@pacefSequenz (GGGTA) getrennt sind. Das Rickgraabsstem pTA-Luc-

Vektor (4864 bp) der Firma BD Clontech, tbemdesSehnittstelle in denultiple cloning site

die 8xTcf/Lef-DNA-Sequenz eingebracht wurde-fAbb. D

8xTcf/Lef

Ampicillin®

pSUPERSTOP-flash
- 5002 bp

Luciferase

pUC-Origin

Abb [B5: Vektorkarte des Reportervektors pSUPHEREHOP-

Frizzled-Expressionsvektoren

Fur den Nachweis von Fzd1, 2, 3, 4, 5, 6, Qvundid @ektorielle DNA als Positivkontrolle in die
PCR eingesetzt. Mit Ausnahme des Fzd4-Expréssisrstammten alle Plasmide von der Firma
Origene (Rockville, USA) und basierten auf delge@rsinpCMV6-XL4 (4707 bp) bzw. pCMV6-
XL5 (4482 bp). Die kodierende Sequenz von Fzd# wierd pcDNA3.1-Vektor (5428 bp) der
Firma Invitrogen eingebracht. Name und HerkenfezdExpressionsplasmide kénnen Tab. D-2
entnommen werden. Im Falle von Fzd7 und Fzd&statetartiges Plasmid zur Verfigung.

TabDER- RzdfExpressionsplasmide

Ger | Vektorbezeichu | Vektorrickgr | Inser- Antibiotik- | Herkuni
Grolie (bp) | Resistenz
Fzd. | FZD40000! pcDNAS3 1614 Ampicilli | UMR cDNA F.
Center (Rolla, USA)

Fzd | TC1179: pCMV-XL- 430( Ampicilli | Origen

Fzd | TC1276( pCMV-XL: 217( Ampicilli | Origen

Fzd | TC1079: pCMV-XL! 390( Ampicilli | Origen

Fzd | TC1179¢ pCMV-XL- 250( Ampicilli | Origen

Fzd | TC117<1 pCMV-XL! 367( Ampicilli | Origen

Fzd | TC1179: pCMV-XL- 200( Ampicilli | Origen

Fzdl | TC1156: pCMV-XL- 300( Ampicilli | Origen
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Oligonukleotide fur Plasmidkonstrulaissh PCR

Oligonukleotide fur die Herstellung der Wnt3ariktestpN3-Wnt3a + pN3-Mock):

Bgll-wnt3a-for S5AGAT@ATGGCCCCACTCGGATACTTCTTACTCCTCTGC -3
EcoRWnt3a-rev 5GAATTTTACTTGCAGGTGTGCACGTCGTAGACGCGCGTGC -3
Oligonukleatide fiir die Herstellung der TOP-Kastru

Hindll-GLuc-for 5AAGCRTGGGAGTCAAAGTTCTGTTTGC -3

BamH-GLuc-rev 5GGATATAGTCACCACCGGCCCCCTTGAT -3

Primer fir die quantitative RT-PCR (qRT-PCR):

Die Primer fur die gqRT-PCR von APC, Agat2nin, Cyclin D1, EGFP, GAPDH, LRP5, MMP-2
sowie MT1-MMP wurden von Search LC (Heideltmygh hemd mit Hilfe des SYBR Green |
Farbstoffs (Roche) quantifiziert. Im Falle dab.iD®8 zusammengefassten Gene erfolgte die
Quantifizierung hingegen unter Verwendung derrdahi?eobe Library Sonden und des dazu
bendtigten Kits LightCycler-TagMan-Master ebéRfadlse). Die Primersequenzen wurden mit

Hilfe deProbeFind&oftware der Firma Roche bestimmt.

TabDEB: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verweilisteer fiir die gfFICR.

Gen Genbankib forward PrimerSequenz Bindungsegjiom im Produkt
reversePrimerSequenz der mRNA 1))

ALAS1- NM_020559 5-(GGGCTTTGAGCAGCCTCT)-3" 405-423 63
Maus 5-(ACAGGCAGCAGCGTCTTC)-3’ 451-468

-Catenin- | NM_007614 5"-(GCAGCAGCAGTTTGTGGA)-3’ 1180-1897 68
Maus 5-(TGTGGAGAGCTCCAGTACACC)-3"| 1927-1947

CyclinD1- | NM_007631 5-(CCATCCATGCGGAAAATC)-3 297-314 134
Maus 5-(CAGGCGGCTCTTCTTCAG)-3 417-434

Dkk-1- NM_012242 5"-(CAGGCGTGCAAATCTGTCT)-3" | 471-489 120
Human 5-(AATGATTTTGATCAGAAGACACACATBY-390

Fzd7- NM_003507 5-(AAGCGGTTTGGATGAAAAGA)-3"| 1976-1995 68
Human 5-(GATTCACATCGCCGTTATCA)-3" | 2024-2043

Fzd7- NM_008057 5-(GCTACTTCATGGTGGCAGTG)-3"| 1022-1041 90
Maus 5"-(GGTAGCCATCGTCCGAGA)-3’ 1094-1111

Fzd8- NM_031866 5"-(CGCCACGCGTTAATTTCT)-3 2336-2353 64
Human 5-(ATCTCGGGTTCTGGAAACG)-3’ 2381-2399

Fzds- NM_008058 5-(CTAGAGGTGCACCAGTTTTGG)-3'199-219 73
Maus 5 -(TGCTACACAGAAAGAACTTGAGGT)Z¥8-271

Fzd9- XM_284144 5-(TCTGCTGCCCCTTACCAG)-3’ 58-75 117
Maus 5-(GGTGTAACCATAGCGGTACAAGT)-352-174

Fzd10- NM_007197 5 -(TTGGTTTTCCAGCGAAGG)-3’ 2400-2417 62
Human 5-(CCACAAATTAGTTACACAAGAGGCTA)38-2461

Fzd10- NM_175284 5 -(TTATGGTGGGTGGTCCTCAC)-3"| 1088-1107 63
Maus 5"-(CTCATGGCCCCACTTCTTT)-3" 1132-1150

Lrp5- NM_008513 5"-(ACCCACCTGACAGGCATC)-3’ 3695-3712 68
Maus 5-(GCACAAGGATGGGCTGAG)-3’ 3745-3762

LRP6- NM_002336 5’-(ATCCGAAAGGCACAAGAAGA)-3’| 3042-3061 64
Human 5"-(GACTCGGAACTGAGCTCACAA)-3’| 3085-3105

MMP2- NM_008610 5"-(GCAGTGATGGCTTCCTCTG)-3" | 1052-1070 94
Maus 5-(CCCATGGTAAACAAGGCTTC)-3" | 1126-1145

MMP9- NM_013599 5"-(ACGACATAGACGGCATCCA)-3" | 1307-1325 87
Maus 5-(GCTGTGGTTCAGTTGTGGTG)-3" | 1374-1393
MT1-MMP-| NM_008608 5"-(CCCAAGGCAGCAACTTCA)-3’ 329-346 62
Maus 5"-(CCCTGGAGGTAGGTAGCCATA)-3| 370-390
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Primer fir die semiquantitative RT-PCR:

Der qualitative Nachweis der 10 Frizzled-RezeptbM8C und mMSC wurde Uber semiquanti-
tative RT-PCR und Analyse der PCR-Produkte igeaDd$agl erbracht. Die Auswahl der Primer
erfolgte hierbei meist wiederum unter ZuhilfenadeneSpezialsoftware der Firma Roche
(https:/lwww.roche-applied-science.com/sis/rtificrdem.jsp). Unterschiede zwischen den hu-
manen und murinen Primern gleicher Zieltrangitngta Tab. D-4 unterstrichen. Wenn moglich
wurden - wie im Falle von Fzd1, 2, 3, 4, 5 udek ®rthologen Sequenzbereiche im humanen
und murinen System herangezogen. Fur den NadmwRezeptoren Fzdl und Fzd6 mussten
keine neuen Primer generiert werden, weil hieobsténdige Sequenzhomologie zwischen den
humanen und murinen Sequenzen gegeben war. Insazedaau mussten die orthologen
Primersequenzen fir den Nachweis von Fzd2, isnudddssystem partiell verandert werden.

TabDB4: Zusammenfassung aller in dieser Ashreitndeteirdmime fiildidic apititatiiaRRCR.

Gen Genbankib forward PrimerSequenz Bindungsegjiom im | Produkt
reversePrimerSequenz der cDNA [0

Fzd1- NM_0035015 5"-(CAGAGCGGGCAGCAGTACAA)-3 702-721 545

Human 5-(GCGCGGGCAGGAGAACTT)-3’ 1230-1247

Fzd1- NM_021457 5"-(CAGAGCGGGCAGCAGTACAA)-3 665-684 545

Maus 5"-(GCGCGGGCAGGAGAACTT)-3 1193-1210

Fzd2- NM_001466 5-(CCATCCTATCCAGCTCACAAGTTTGHF9 359

Human 5-(GCAGCCCTCCTTCTTGGTG)-3’ 1095-1113

Fzd2- NM_020510 5-(CCGCTATCTCAGKN@TTTCT)-3" | 892-917 359

Maus 5-(GCAGCOITTCTAG)-3’ 1232-1251

Fzd3- NM_017412 5"-(ACAGCAAAGTGAGCAGCTACC)-31736-1756 72

Human 5-(CTGTAACTGCAGGGCGTGTA)-3" | 1789-1808

Fzd3- NM_021458 5-(ACAGCAAAGTGAGCAGCTACC)-32048-2068 72

Maus 5 -(C&TAACTGCAGGBATA)-3 2100-2120

Fzd4- NM_012193 5"-(ACACCGCTCATCCAGTACG)-3" | 274-265 72

Human 5-(TGCACATTGGCACATAAACA)-3" | 300-319

Fzd4- NM_008055 5"-(ACGGCTCATCCAGTACG)-3’ 541-559 72

Maus 5 -(TGCACATTGGCACATAAACC)-3" | 593-613

Fzd5- NM_003468 5-(TCTTCACGCTGCTCTACACG)-3"| 1355-1374 68

Human 5-(GGTAGTGCTGCTCGTACAGGT)-3] 1403-1423

Fzd5- NM_022721 5 -(TCTTCAGECTCTACACG)-3 2226-2254 68

Maus 5 -(GGTAGTGCTGTACAGGT)-3 2273-2294

Fzd6- NM_003506 5-(TTTTGTCTTTGTGCAACTCTGTTCB33922 800

Human 5-(AGCCAATTCTGGTCGAGCTTTTG)rI676-1698

Fzd6- NM_008056 5 -«(TTTTGTCTTTGTGCAACTCTGTTCA3B954 800

Maus 5-(AGCCAATTCTGGTCGAGCTTTTG)FZ707-1730

Fzd7- NM_003507 5-(AAGCGGTTTGGATGAAAAGA)-3| 1976-1995 68

Human 5-(GATTCACATCGCCGTTATCA)-3" | 2024-2043

Fzd7- NM_008057 5-(GCTACTTCATGGTGGCAGTG)-3| 1022-1041 90

Maus 5"-(GGTAGCCATCGTCCGAGA)-3’ 1094-1111

Fzd8- NM_031866 5"-(CGCCACGCGTTAATTTCT)-3 2336-2353 64

Human 5 -(ATCTCGGGTTCTGGAAACG)-3’ 2381-2399

Fzd8- NM_008058 5-(CTAGAGGTGCACCAGTTTTGG)-3199-219 73

Maus 5-(TGCTACACAGAAAGAACTTGAGGTR38-271

Fzd9- NM_003508 5"-(GGCCGGGCCCGGGCCAAGGC){31871-1890 106

Human 5-(GGGTCCGTCTTAGTCATGTG)-3" | 1957-1977

Fzd9- XM_284144 5-(AGCTGTCAAGGTCAGACAAGTG)-B881-1902 74

Maus 5-(AAGGCCCTGAGCTTTACTGG)-3" | 1935-1954

Fzd10- NM_007197 5 -(TTGGTTTTCCAGCGAAGG)-3’ 2400-2417 62

Human 5-(CCACAAATTAGTTACACAAGAGGCTPARB-2461

Fdz10- NM_175284 5 -(TTATGGTGGGTGGTCCTCAC)-3| 1088-1107 63

Maus 5 -(CTCATGGCCCCACTTCTTT)-3" 1132-1150
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D.1.3.2 Chemikalien und Materialien fiir mikrobiologischaien

Chemikalien und Materialien

Ampicillin Natrium-Salz Merck, Darmstadt
Bacto Agar BD Bioscience, USA
Bacto Hefeextrakt BD Bioscience, USA
Bacto Trypton BD Bioscience, USA
D-Glukose Sigma, Deisenhofen
Erlenmeyerkolben 100, 250 und 1000 ml WagnernmdwWiuachen
Glycerin Serva, Heidelberg
Kanamycinsulfat Roche, Mannheim
Kryoréhrchen, 1,8 ml Nunc, Wiesbaden
Petrischalen, Polystyrol 94&m Greiner, Nurtingen

Bakterienstamme

Die Bakterienstamme der Stammsammlung wurdeif dunsflormation der nachfolgend aufge-
fuhrtenE.coliStamme mit den entsprechenden Plasmiden erhalten.

TOP 10nvitrogen)
Genotyp: BncrA (mrr-hsdRMS-mcrB80lacZ M15 lacX74 recAl araD1388ra-leu)7697 galK
rpsL(S¥y endA1 nupG

XL-10 GOL(Stratagene, USA)

Genotyp: Tetr(mcrA)183(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endAl supE44 thi-1 rec?d igyAA lac
Hte [F' proAB I&IM15 Tn10 (TeAmy Cath
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D.1.3.3 Chemikalien uriaterialien fiir zellbiologische Techniken

Chemikalien und Materialien

Alizarin Rot Sigma, Deisenhofen

Amphotericin B PAA, Osterreich
-Glycerolphosphat Sigma, Deisenhofen

chamber slides Nunc, Wiesbaden

Costar-Transwell-Filter 6,5 A um Porehl Corning, Niederlande
Costar-Transwell-Filter 6,5 An8 um Poreh Corning, Niederlande

Dexamethason Sigma, Deisenhofen
Diff-Quick Medion Diagnostic, Schweiz
DMEM mit 2 mM L-Glutamin, 4,5 g/l Glukose P A €Dste

DMSO Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
FCSfétal calf seruin Sigma, Deisenhofen
Formalin, neutral gepuffert VWR, Darmstadt
Geniticin Sigma, Deisenhofen
Glycerol Merck, Darmstadt
Humanserum PAA, Osterreich
IBMX Sigma, Deisenhofen
IMDM mit L-Glutamin PAA, Osterreich
Indomethacin Sigma, Deisenhofen
Insulin Sigma, Deisenhofen
Isopropanol Merck, Darmstadt
L-Ascorbinsaure-2-phosphat Sigma, Deisenhofen
LiCl Sigma, Deisenhofen
Lipofectamine 2000 Invitrogen, Karlsruhe
Matrigel BD Biosciences, USA
Mausserum Innovative Research Inc. USA
MEM alpha mit L-Glutamin, ohne Nukleoside PAvejcDste
MSC-Basalmedium und Growth Supplement Lonza, USA
Nutridoma Roche, Mannheim

Oil Red O Sigma, Deisenhofen
Penicillin/Streptomycin PAA, Osterreich
Pferdeserum PAA, Osterreich
SsiRNA-Puffer Qiagen, Hilden
Trypsin-EDTA, 10 x Lésung PAA, Osterreich
Zellkulturgefal3e und -platten Nunc, Wiesbaden
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siRNAs

TabDEs: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit vienwemiEiNs zur Tierstditonks8Qund mMSC.

5 -((CCAGAAGCUGAAGGUAGAA)J(TT)-3
5 -r(UUCUACCUUCAGCUUCUGG)d(TT)-3’

SsiRNA Genbank ID | TargetSequenz Spezifitat
human senseSequenz
murin antisenseSequenz

Negativ- | - -

kontrolle 5-r(UUCUCCGAACGUGUCACGU)J(TT)-3"
5"-r(ACGUGACACGUUCGGAGAA)J(TT)-3’

APC#1 NM_000038 5-AATGAGAGCACTGATGATAAA-3’ human
5"-r(UGAGAGCACUGAUGAUAAA)I(TT)-3’
5"-r(UUUAUCAUCAGUGCUCUCA)d(TT)-3’

APC#2 NM_000038 | 5'-AAGACAAGAGCTAGAAGATAA-3 human/murin

NM_007462 5 -r(GACAAGAGCUAGAAGAUAA)I(TT)-3"
5"-r(UUAUCUUCUAGCUCUUGUC)d(TT)-3

Axin2#1 NM_004655 5"-AAGGACTTGTGCCGACTTCAA-3’ human
5"-r(GGACUUGUGCCGACUUCAA)(TT)-3
5"-r(UUGAAGUCGGCACAAGUCC)d(TT)-3

AXIn2#2 NM_004655 5-AAGTGAGTTGGTTGTCACTTA-3’ human
5"-r(GUGAGUUGGUUGUCACUUA)I(TT)-3’
5"-r(UAAGUGACAACCAACUCAC)A(TT)-3

AXin2#3 NM_004655 5-AAGAAGAGCGATCCTGTTAAT-3’ human
5"-r(GAAGAGCGAUCCUGUUAAU)A(TT)-3’
5"-r(UUGUUGAGCAAGGCAACCA)d(TT)-3

-Catenin | NM_001904 5 -AATGGTTGCCTTGCTCAACAA-3’ human
5-r(UGGUUGCCUUGCUCAACAA)J(TT)-3"
5-r(UUGUUGAGCAAGGCAACCA)I(TT)-3

-Catenin | NM_007614 5"-AATGAGGACCTACACTTATGA-3’ murin
5"-r(UGAGGACCUACACUUAUGA)A(TT)-3
5"-r(UCAUAAGUGUAGGUCCUCA)(TT)-3

Cyclin D1 NM_012242 5"-AACCACAGATGTGAAGTTCAT-3’ human
5"-r(CCACAGAUGUGAAGUUCAU)A(TT)-3’
5"-r(AUGAACUUCACAUCUGUGG)d(TT)-3

Cyclin D1 NM_007631 5-AACCACAGATGTGAAGTTCAT-3’ murin
5"-r(GCAUGUUCGUGGCCUCUAA)d(TT)-3’
5"-r(UUAGAGGCCACGAACAUGC)d(TT)-3

Fzd8#1 NM_031866 | 5-AACTCTGTGCATGGACTACAA-3’ human/murin

NM_008058 5"-r(CCAUCUGCCUGGAGGACUA)I(TT)-3’
5-r(UAGUCCUCCAGGCAGAUGG)(TT)-3

Fzd8#2 NM_031866 | 5-AAGTACTTCATGTGCCTAGTA-3’ human
5"-r(GUACUUCAUGUGCCUAGUA)A(TT)-3’
5-r(UACUAGGCACAUGAAGUAC)TT)-3’

LRP5 NM_002335 5"-AACCAACGACCTCACCATTGA-3 human
5"-r(CCAACGACCUCACCAUUGA)d(TT)-3’
5"-r(UCAAUGGUGAGGUCGUUGG)d(TT)-3

LRP5 NM_008513 | 5"-AACCAACGACCTCACCATTGA-3’ human/murin

NM_008513 5"-r(CCAACGACCUCACCAUUGA)(TT)-3"
5"-r(UCAAUGGUGAGGUCGUUGG)d(TT)-3

LRP6 NM_002336 | 5-AATCAGCGAAGAAGCCATTAA-3 human/murin

NM_008514 5-r(UCAGCGAAGAAGCCAUUAAYI(TT)-3"
5"-r(UUAAUGGCUUCUUCGCUGA)I(TT)-3’

MT1-MMP| NM_004995 5"-AACCAGAAGCTGAAGGTAGAA-3’ human
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Séugetierzellen

hMSC-I(l onza)

hMSC wurden von der Firma Lonza (USA), ehemads (L#d#), bezogen. Die Zellen wurden
durch Dichtegradientenzentrifugation aus KnocHeraarposterioren Beckenkamms isoliert,
wobei ihre Abtrennung von hamatopoetischen Zeldnslektive Adhéarenz an Plastik erfolgt.

Die Zellen wurden durchflusszytometrisch posit@Ct05, CD166, CD29 sowie CD44 und
negativ fur CD14, CD34 und CD45 getestet. Digdfanteert einen negativen Befund auf HIV,

Mycoplasmen, Hepatitis-B und -C, Bakterien unddwie die mesodermale Differenzierungs-
fahigkeit der Zellen. Die adipogene Differenzigudg durch Lipidvakuolenbildung, die chon-

drogene Differenzierung durch Bildung von Kollagyeme die osteogene Differenzierung durch
Mineralisierung nachgewiesen. Im Rahmen der &mearbit wurden hMSC dreier Spender
(Tab. D-6) herangezogen, die laut Firmenangabkgewichtig waren und keine Anzeichen fur

Herzerkrankungen, Diabetes, Krebs, Epilepsid@@eDegandysfunktionen zeigten.

TabDE6: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verweSeteder vom hMEC-

hMS((Spende | Lo-Numme Geschlec Altel (Jahre
I 1F106 weiblicl 1€
Il 3F145 weiblicl 23
1 37066 weiblicl 1€

hMSC-KProckop)

Des Weiteren wurden hMSC von der Arbeitsgruppefvddarwin Prockop (Tulane University,
New Orleans, USA) bezogen. Die Zellen wurden alosrde Beckenkamm erwachsener Spender
gewonnen und durch Dichtegradientenzentrifugatioe anschlielRender selektiver Adharenz an
Plastik angereichert (Sekiya et al., 2002). vilsadaeten Zellen entstammen einem mannlichen
27-jahrigen Spender. Sie wurden im Prockop-Ldl®osteogene, adipogene und chondrogene
Richtung differenziert. Die durchflusszytometdsdigse ergab das folgende Expressionsprofil:
Die Zellen waren positiv fur CD44, CD166, CDEg), @47, CD49c, CD29, CD49f und CD59,
wohingegen die Expression von CD36, CD34, CXIR45unatht nachgewiesen werden konnte.

mMSQGProckop)

Ebenfalls aus dem Prockop-Labor stammten diedaeMB@solierung, Selektion und Expansion

in dieser Arbeitsgruppe optimiert wurde (Peistér 2004). Bevor die Zellen in Umlauf kamen,
wurde die Differenzierungsfahigkeit in Richtungh&maind Fett analysiert. Die in dieser Arbeit

verwendeten Zellen entstammen einer mannlicherddsa8tammes C57BI6 und erwiesen sich

nach durchfluRzytometrischer Analyse als pasBiwail und CD29, wohingegen eine Expression
von CD34, CD11B und CD45 nicht nachgewieserkaentkn
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D.1.3.4 Chemikalien und Materialien fiir proteinchemischeiRen

Chemikalien und Materialien

4 - 15 % Tris-HCI Acrylamidgele
Acrylamid : Bisacrylamid (37,1 : 1)
APS

BCA-Assay

BioMax

BioMax Filmkassette

Brij35

Bromphenolblau

BSA

Cellophan

DAPI

Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat

DTT

ECL Plus Western Blotting Detektionsreagenz

Essigsaure

Fertig-Zymogramm Gel, 10 % Gelatine

Formaldehyd

Gelatin Sepharose 4B
Gelatine
Geltrocknungsrahmen
Glycin

Hepes

Methanol

Milchpulver
Natriumchlorid

Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat

Natriumhydroxid

Nitrozellulosemembran BA 85 (0,45 pm)

PhastGel Blue R (Coomassie)

Biorad, Miinchen
Carl Radhyharl
Carl Roth, Karlsruhe
Interchim, Frankreich
Kodak, USA
Kodak, USA
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe
Molecular Probes, USA
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Aniosteences, Freiburg
Merck, Darmstadt
BioRad, Miinchen
Sigma, Deisenhofen
Amersham Biosciences, USA
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Ddirmsta
Merck, Darmstadt
Schletisohuell, Kassel
Amersham Biosadnoegs, F

Precision Plus Protein Standard Kaleidoscope , Bidfidnn

Proteaseninhibitor-Cocktail, Complete-Mini

SDS

SeeBlue Plus2 Protein-Molekularstandard

TEMED

Tris-Base

Tris-Cl

Triton X-100

Tween-20

WesternGlo Detektionsreagenz
Whatman Filterpapier Nr.1
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Serva, Heidelberg
Invikagenjhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
&D Bystems, USA
Whatman/Vetter, Ammerbuch



Proteinaund Antilkdnpefiooiggate

Rekombinante Proteine:

humanes Dkk-1 & Systems, USA

humanes LRP6/FC Chimére &D Bystems, USA

murines Wnt3a &D Systems, USA

Antikorper:

(alle Antikérper erkennen sowohl humane als arich Antigene)
goatanti-LRP5 (Y-20) SCBT, USA

goatanti-LRP6 (C-20) SCBT, USA

goatanti- -Aktin (I-19) SCBT, USA

goatanti- -Catenin (C-18) SCBT, USA
mouseanti-Dkk-1, monoklonal &R Systems, USA
rabbitanti-Cyclin D1 SCBT, USA
rabbitanti-MT1-MMP Sigma, Deisenhofen
Konjugate:

donkeyanti-goatHRPlnked SCBT, USA

donkeyanti-goat F(ab)2-FITC SCBT, USA
goatanti-mouseHRPinked New England Biolabs, Frankfurt
goatanti—+abbitHRPinked New England Biolabs, Frankfurt

ATERIALIND METHODEN
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M2 Methoden

D.2.1 Molekularbiologische Methoden

Die meisten verwendeten molekularbiologischerdbfetliorden nach Angaben von Sambrook
et al. durchgefuhrt (Sambrook et al., 2001). AdndsdMethoden und neu etablierte Techniken
werden einzeln erlautert.

D.2.1.1 Methoden fiir die Klonierung rekombinanter Gengequen

Plasmidisolierung aEscoli

Die Gewinnung von Plasmid-DNAEacdiZellen erfolgte mit Hilfe des Plasmidisolierutsgs-K
der Firma PegLab und beruht auf der alkalisahédenysllen (Birnboim and Doly, 1979).

Restriktion und Ligation von Restriktionsfragmenten

Die Restriktion mit spezifischen Endonukleasenfiiudie Linearisierung von Plasmiden oder
zum Ausschneiden gewilnschter DNA-Fragmente vemieratgalytische Restriktion diente der
Uberprifung rekombinanter Plasmide, wahrend dapemapive Restriktion die Subklonierung
von DNA-Sequenzen angestrebt wurde, wobei jgwgebzgvt. 2,5 pmol DNA eingesetzt wurden.
Die Menge des Restriktionsenzyms (RE) wurdernormgnéa folgende Faustregel ermittelt:

als 1 U wurde die Menge an Restriktionsenzyrsdtaigiie bendtigt wird, um 1 pBhagen-
DNA (48.00B8p) in 1 Stunde bei optimalen Reaktionsbedindwmgplett zu verdauen.

AnzahlderNukleotidein / Schnittstéen im Vektor/ Insert
Anzahlder NukleotideimVektor/ Insert Schnittstéenin /

= MengeanRE[U]

Die so gewonnenen DNA-Fragmente wurden mittelsegghalektrophorese aufgetrennt und bei
Bedarf fur die weitere Verarbeitung aus dem Agdrelséert. Zuvor ausgeschnittene DNA-Frag-
mente wurden durch Ligation fur die Herstelluognbgkanter DNA-Konstrukte miteinander ver-
knupft. Dabei wurde fir die Ligation von Ubertrdgmgéaw. stumpfen Enden das Insert mit der
Zielvektor-DNA im molaren Verhaltnis von 3:1letrigest 400 Weiss U T4-DNA-Ligase versetzt
und 1 Stunde bei 37 °C inkubiert.

KlenowEnzymvermittelte Auffillreaktion

Das Klenow-Enzym entspricht der grof3en UnterelehdliNA Polymerase | \nooli Es
katalysiert die Addition von Desoxynukleotidpbie$phaten an das 3'-Hydroxylende eines
Primers. Im Klenow-Enzym liegen noch di8 #olymerase- und die ¥ -Exonuklease-
Aktivitat vor, wohingegen die B"-Exonuklease-Aktivitat fehlt. Im Falle derkiestwvon
DNA-Molekilen mit Enzymen, die ungleiche Endeergenkann das Klenow-Enzym eingesetzt
werden, um Uberhange durch eine Auffillreaktkmmplementieren. Hierbei wurde 1 pg DNA
mit 1 pl einer dNTP-L6sung (1 mM), 2 ul Klenow-@nizyul) und einem mitgelieferten 10fach
Puffer in einem Endvolumen von 20 pl fir 15 Mibetedv °C inkubiert. AnschlieRend erfolgte
die Inaktivierung des Enzyms durch Zugabe vOML2MIEDTA-L6sung und 10mindtiger Inku-
bation bei 65 °C.

36 MTERIAUND METHODEN



AuftrennuggveorDDMAragmenten mittels Agarosegelelektrophorese

Um sowohl die Grol3e als auch die Homogenitat geeim3NA-Fragmente zu Uberprifen,
erfolgte die Auftrennung derselbigen durch Eletttese in 1-3%igen Agarosegelen. Die Gele
wurden durch Lésen der entsprechenden Menge aseAigal AE-Puffer (M Tris/Base;

20 mM Acetat; 2 mM EDTA, pH 8,3) und etwa zweirmikiiigeen im Mikrowellenofen bei 600
Watt hergestellt. Nach Abkiuhlen dieser Lésungltemt KVasser auf 55 °C wurde Ethidium-
bromid in einer Endkonzentration von 0,05 % zagedgb DNA-Proben wurden mit 10fach
konzentriertem Gel-Ladepuffer versehen, in dienrdss ausgeharteten Gels aufgetragen und
in TAE-Puffer mit 5-7 V/cm elektrophoretisch earfgetVisualisierung der DNA durch Interka-
lation von Ethidiumbromid erfolgte mittels einerahgilluminators (302 nm).

Elution von DNA aus dem Agarosegel

Aus dem Agarosegel ausgeschnittene DNA-Bandenmticiam Gelextraktionskit Nucleospin
Extract Il der Firma Macherey-Nagel (Diren)izaurigader gewtinschten Fragmente behandelt.
Durch Zugabe einer entsprechenden Menge Soluigbkgieffer wurde die Agarosegelbande bei
50 °C fur 10 Minuten geschmolzen. AnschlieBerehvdiedDNA-Fragmente in Anwesenheit
chaotroper Salze an eine Silicamembran gebunuamikaiionen mit Salzen und I6slichen
makromolekularen Komponenten wurden durch Wagehsahrethanolhaltigem Puffer ent-
fernt. Die Elution der DNA erfolgte unter NiddriBsdingungen mit einem leicht alkalischen
Puffer (5mM Tris-Cl, pH 8,5).

DNASequenzierung

Die automatisierte DNA-Sequenzierung mittelssEgiongarkierten Didesoxynukleotiden (Sanger
et al., 1977) wurde von der Firma Sequiservstéttatgrdurchgefiihrt. Die Analyse der Daten
erfolgte mittels der Software NCBI BLAST und&@ECent

D.2.1.2 IsolierunyenRRIR/Aaas Zekdan

Die Isolierung der RNA aus eukaryontischen #eliga mittels des RNeasy-Mini-Kit der Firma
Qiagen (Hilden). Hierfuir wurden die in der Zellabljelésten und sedimentierten Zellen in
35C pl RLT-Puffer resuspendiert, wodurch eine vaiistigde erreicht wurde. Die quantitative
Denaturierung der Proteine erfolgte durch ZugslitedaktionsmittelsMercaptoethanol (1 %
Endkonzentration) zu dem mitgelieferten RLT-Bigféfomogenisierung des Lysats wurde mit-
tels einer QlAshredder-Saule erreicht, die beameaxseschwindigkeit (16.100 x g) zwei Minuten
zentrifugiert wurde. Das homogene Lysat wurdéeddesoth mit der aquivalenten Menge (350 pl)
an 70 %igem Ethanol versetzt, da diese Ethanditadimre (35 %) eine optimale Bindung der
RNA an die RNeasy-Mini Sadule ermoglicht. Dashh®@emdscdaraufhin zentral auf die RNeasy-
Mini S&ule pipettiert und nach Zentrifugation €¢kbinflen, 16.100 x g) wurde der Durchfluss
verworfen und ein neues Sammelréhrchen verweed&ntiernung der nicht-RNA-haltigen
Fraktion erfolgte durch Zugabe von ORW1-Puffer auf die RNeasy-Mini Saule und einem
Zentrifugationsschritt fur 1%ekunden bei 16.100 x g. Angeschlossen wurdesigialiger
Waschschritt durch Zentrifugation mit BORPE-Puffer (15 Sekunden, 16.100 x g). Absghlie3en
wurde die RNA in BORNase-freiem Wasser eluiert.
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D.2.1.3 cDNASynthese

Als Vorbereitung fur die semiquantitative bzwP@RWwurde die isolierte Total-RNA mittels des
Quantitect Reverse Transcription-Kit (Qiagen) Hiléenzelstrangige cDNA umgeschrieben und
gleichzeitig der Verdau genomischer DNA vorgenohtsn@nsgangsmaterial dienten zwischen
150 und 1000 ng Total-RNA in einem maximalen Velum#2 pl, deren Umschreiben in cDNA
mittels Oligo-dT- und Zufalls-Primern erfolgtepdiehl ein Binden an die 3"- als auch an die 5°-
Regionen der mRNA garantieren. Die Reaktion wuedem zweiminttigen Verdau der DNA
bei 42°C im PCR-Multicycler nach Zugabe von 2 pul ghipéaut Buffer(7x) gestartet.
Anschliel3end wurden die Proben auf Eis gestallirahdZugabe des in Tab. D-7 angegebenen
Ansatzes wurde die reverse Transkription fur @@rMbei 42C durchgefuhrt. In einem
abschlieBenden Schritt wurde die Reverse Trassk@po5 °C fur 3 Minuten inaktiviert.

TabDEV: cDNASyntheséAnsatz

Komponen: Volumn/Reaktio Endkonzentrati
Quantitect Reverse Transcri | 1 pl

Quantiscript RT Puffe 4 pl 1x

R’-Prime-Mix 1ul

Gesan-RNA nach genomisc | 14yl
DNA-Eliminierungsreaktion
Totalvolume 2C pl

D.2.1.4 Quantitativd(RFPCR

Das LightCycler-System der Firma Roche (Manmaaiendein quantitativen Nachweis von
MRNA-Transkripten. Hierbei wurden zwei untersicbidtéthodiken angewandt:

Beim_SYBR Green-Systefoigt die PCR-basierte Produktquantifizierunp die Analyse der
log-Phase der PCR, bei der die Vermehrung desde&iesPmit einer Erhéhung des Fluores-
zenzsignals einhergeht. Hierbei interkalierudegsftierende Farbstoff SYBR Green | in die ent-
stehende dsDNA. Mit zunehmender Zyklenzahl renheindie an spezifischem ds-Produkt und
somit auch auch die Fluoreszenz zu, die im Uagh89gtem detektiert werden kann. Uber die
Verdinnungsreihe eines Standards mit genau wefikigpienzahl wird eine Standardkurve
erstellt, anhand derer bestimmt werden kann,eldeKapien der Matrize ursprunglich in der
Probe vorlagen. Die PCR-Bedingungen richteteragdicden Angaben des fir diese RT-PCR
bendtigten Primerset-Herstellers Search-LC (walwlseale). Demnach erfolgte eine Anfangs-
denaturierung bei 9% fur 10 Min, wobei Zyklen mit 95 °C/10 Sek, 68 °C/10 Sék/I®R Sek

mit Fluoreszenzverstarkung 5 folgten. Abschlefehel durch eine graduelle Erhéhung der
Temperatur eine Schmelzkurvenanalyse mit dent&ar&be°C 58 °C/10 Sek dT/dt
0,1°C/Sek durchgefuhrt, die es erlaubt, Primerdmdaragpezifische Produkte zu identifizieren.
Unabhangig von der Menge der fir die cDNA-Syaitigessetzten RNA wurde jeweils 1 ul der
cDNA-LOsung mit Aqua dest. auf 5 pl aufgefidksDielumen wurde in die dafiir vorgesehenen
LightCycler-Glas-Kapillaren pipettiert und mit énpgs PCR-Ansatzes erganzt, was zu einem
Gesamtvolumen von 10 pl pro Kapillare fuhrteCRiStBcklésung setzte sich aus 3 pl Aqua
dest., jeweils 1 pl Primer Set und 1 pl LightEgst&tart DNA Master SYBR Green | der Firma
Roche (Mannheim) zusammen, das neben SYBR dieBNA;Polymerase, PCR-Puffer und
dNTPs enthielt. Mgiap in allen Anséatzen in einer Endkonzentratidnmai vor.
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Bei dem UPL-Systetias auf dem TagMan-Prinzip basiert, wird ethe \®owendet, die zum
einen mit dem fluoreszierenden Reporterfarbatofeszein und zum anderen mit einem
Quencher markiert ist. Solange die Sonde intakgistier Quencher in der Ndhe des Farbstoffs
und unterdrickt dessen Fluoreszenz durch FlunRsgenanz-Energie-Transfer (FRET). Wenn
die Sonde allerdings mit der Zielsequenz hwyibrittesin die 5-3"-Exonuklease-Aktivitat der
Polymerase die Sonde abbauen, wobei ReporteeneiteQgetrennt werden. So wird im Verlauf
der PCR mit steigender Produktmenge immer medszelb freigesetzt.

Die auf der Homepage der Firma Roche angebdtéarenRéamaoglicht die Ermittlung der zu
verwendenden Primersequenzen sowie der dazugefoniden. Letztere wird aus insgesamt
165 ausgewahlt, wobei diese innerhalb der Seokediszett ist, die durch die beiden Primer
amplifiziert wird. Um die Spezifitat und auchntsprechende Schmelztemperatur zu erhalten,
wurde in jede Sonde das Duplex-stabilisierendan2igen LNAoCked nucleic agiéinge-

baut. Dieses Analogon enthélt eine 2°-O, 4" -CavidéBnyicke, die die Flexibilitat des Ribofura-
nose-Rings einschrankt und damit zu starkeretisigharng mit erhéhter biologischer Stabilitat
fuhrt. Die jeweilige Spezifitat wird durch dipreuisende Kombination von Sonde und Primern
gewabhrleistet.

FUr einen Reaktionsansatz wurde 1 pl der zueseatlesh cDNA eingesetzt und mit einem Mix
aus 9 pl zu einem Endvolumen von 10 pl aufgegillReaktionsmix beinhaltete 6,5, H
jeweils 0,2 gbrwardundreversd’rimer mit einer Arbeitskonzentration von jeWfgist, 0,1 pl
Sonde (Endkonzentration 100 nM) und 2 pl Taddsder, der neben den Nukleotiden die
HotStartPolymerase enthielt. Die PCR-Bedingungen imdligght@sen wie folgt: 95 °C/10 Min;
[95 °C/10 Sek, 68 °C/10 Sek, 72 °C/1 Sek] xedb54DyRLC/30 Sek. Mit Hilfe verschiedener
Verdinnungen von Kontroll-cDNAs, zu denen dia PrdRelation gesetzt wurden, konnten
imaginare Kopienzahlen ermittelt werden, dielativere Quantifizierung der Transktiptmengen
in den Proben verwendet werden konnten und sd&/engggich der Expressionsniveaus einzelner
Transkripte erlaubten.

D.2.1.5 Semiquantitative FACR

Die Amplifikation der kodierenden Sequenz vondmridanmt3a erfolgte mit Hilfe eib@uch-
downPCR aus Plazenta-cDNA (BD Clontech). Diese chestdrel Blocken, in denen die
annealingTemperatur graduell wie folgt reduziert wurd&€/@5Min; [95 °C/15 Sek, 72 °C/2 Min,
72 °C/90 Sek] x 15 Zyklen; [95 °C/15 Sek, 78€K;/3Q °C/90 Sek] x 10 Zyklen; [95 °C/15 Sek,
66 °C/30 Sek, 72 °C/90 Sek] x 20 zZyklen; 72 °C/10 Min.

Der qualitative Nachweis aller murinen und hunkadenerfolgte durch semiquantitative RT-
PCR. Hierfur wurde jeweils 1 pul cDNA (entsprB0hemdevers transkribierter Total-RNA) in die
PCR eingesetzt. Diese erfolgte unter EinsatRdéaguReady-To-Go PCR Beads (GE Healthcare),
die jeweils 200 uM Nukleotide (dATP, dCTP, d8) Rji@Trag-Polymerase (2,5 U), BSA, KCI
(56 mM) und MgCI(1,5 mM) enthielten. Es handelte sich hierbeyophilisate, die durch
Zugabe von jeweils 1fpfwardund reversePrimer (10 pM), 1 pl Proben-cDNA und 2Dul H
gel6ést wurden. Die PCR-Bedingungen waren bé&iatienen gleich, variierten aber partiell in
der annealingTemperatur (49,9 — 56 °C) und waren wie folg€/95 Min; [95 °C/15 Sek,
49,9°C/30 Sek, 72 °C/10 Sek] x 35 Zyklen; 72 °C/10 Min.
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D.2.2 Mikrobiologische Methoden

Die meisten verwendeten mikrobiologischen Methatieser Arbeit wurden nach Angaben von
Sambrook et al. (2001) durchgefthrt.

D.2.2.1 Transformation chemisch kompetdateptiStamme

Fur die Transformation wur@eocohAliquots (100 ul) auf Eis aufgetaut und fir 10témirmit

0,85 ul -Mercaptoethanol versetzt, wobei das Reaktionsg@éiBlle zwei Minuten angetippt
wurde. Nach Zugabe des Ligationsansatzes eirfel@@-minutige Inkubation der Zellen auf Eis,
die durch einen Hitzeschock bei 42 °C fir geSakuytden beendet wurde. Unmittelbar danach
wurden die Zellen wieder fir zwei Minuten aufkilsert und anschlieend durch Zugabe von
250 pl SOC-Medium (5 g/l Bacto-Hefeextrakt, 2§ mibn, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgCJ, 20 mM Mg§020 mM D(+)-Glukose) bei 37 °C und 220 upm gescimitAnschluss
daran wurde die Zellsuspension auf eine Agamptatem entsprechenden Antibiotikum ausge-
strichen und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

D.2.2.2 Kultivierung und Selektirarisfosfoene&teoliStamme

Wachstumsmedium

Das zur Kultivierung vancoliStammen verwendetet Wachstumsmedium DYT-Medigih (16
Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) hatte ekh&Vert von 7,5 und wurde durch Auto-
klavieren fur 20 Minuten bei 121 °C und 1Ral0berdruck sterilisiert. Wenn die Zugabe- hitzela
biler Losungen erforderlich war, erfolgte diels 8tedlfiltration mittels eines 0,22 um Filters,
nachdem das Medium auf 50 °C abgekihlt worddnimdie Herstellung solider Kultivierungs-
platten wurde dem Medium 15 g/l Agar vor dem auiko&h zugesetzt.

Antibiotika alS&8eldldmsmittietel

Fur die Selektion von resiste@otKlonen wurden die Medien oder Kultivierungspiaiten
Ampicillin bzw. Kanamycin versetzt. Die Endkataeetr betrugen 200 pg/ml fir Ampicillin
und 50 pg/ml fir Kanamycin, wobei die Stocklosumg@00 mg/ml bzw. 50 mg/ml im Fall von
Ampicillin in 70 %igem (v/v) Ethanol und bei Keinamgterilem dd@ geldst wurden.

Herstellung undageyangteyr E.coliStamme

Um die transformiert&colKlone Uber einen langeren Zeitraum zu lagerenvaindelne Zell-
Klone tUber Nacht in einer Flussigkultur mit deprestienden Antibiotikum angezogen und am
nachsten Tag 3 ml dieser Kultur mit 500 ul st&ilgarin (100 %) versetzt. Diese Aliquots
wurden bei -80 °C gelagert und in den laboreig@asmmsammlungskatalog aufgenommen,
worin der Bakteriengenotyp, das transformiertaidPlasd die jeweilige Resistenz verzeichnet
wurden. Wenn nur eine kurze Lagerung notig wdenwdieE.colKlone auf Agarplatten mit
dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichaniebahd bei 4 °C gelagert.
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D.2.3 Zellbiologische Methoden

D.2.3.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Das Kryokonservieren der MSC-Populationen \afiefjleichem Zeitschema, lediglich die
Zusammensetzung der Einfriermedien war untersichigdl ist Tab. D-8 zu entnehmen. In
jedem Fall wurde zunachst die Zellzahl bestimint émschluss jeweils 0,5-1 XMSC bzw.
2-3 x 10 mMSC in 0,5-1 ml des entsprechenden Einfriermedisnspendiert und in
Kyrorohrchen verteilt. Diese wurden zunachstdestoe -20 °C eingefroren, dann fur weitere

12-16 Stunden bei -80 °C und abschliel3end igdiiisSiickstoff gelagert.

TabDEB: Ubersicht der Einfriermedienwiewendeten Zellen

Medium [% FBS [9 DMSO [¢9 BSA [¥
hMS(-Lonz: /¢ 1C 1C 5
hMS(-Frocko| | 65 3C 5 -
mMS( 6% 3C 5 -

Zum Auftauen wurden die kryokonservierten Zeber 1@ — 2 x 10 Zellen/Ampulle) zwei
Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert undliB7/5°@ temperiertem Kultivierungsmedium
resuspendiert. Vor Aussaat der Zellen in drei2-Zeli&omturflaschen (T75) wurden sie funf
Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert (600 DiggResuspension des Sedimentes erfolgte
nach Uberstandabnahme in 3 ml Medium durch vgesicAtif- und Abpipettieren. Fur die
Kultivierung der Zellen wurden jeweils 10 ml Mpdiufir 5-Kulturflasche verwendet.

D.2.3.2 Kultivierung voMSC

Alle Zellen wurden bei 37 °C, 5 %u@® 90 % Luftfeuchtigkeit kultiviert und regetmali

hinsichtlich einer Mykoplasmen-Kontamination tfiekierzu wurde der Kit der Firma Minerva
laut Herstellerangaben verwendet. Alle drei brwiage wurde das dem jeweiligen Zelltyp
entsprechende Medium gewechselt, dessen ZusammegrieeTab. D-9 zusammengefasst ist.
Hatten die Zellen einen Konfluenzgrad von 90 Hise@®icht, konnten sie erneut subkultiviert
oder geerntet werden.

TabDE9: Zusammensetzung der verwendeten Kuliyienaiobsmedi

Zelltyy Mediun Zusatz
hMSt-Lonz: MSCBI MSCGM Single C
(10 % FBS, 200 mM L-Glutamin, 0,5 ml Pen/Strep)
hMS¢(-Frocko| | aMEN 16,5 % FBS, 100 U/ml Penicillii pg/ml Streptomyc
mMS( IMDN 10 % FBS, 10 % Pferdeserur pg/ml Amphotericir,
100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin
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D.2.3.3 Splitten konfluenter Zellen

Die Subkultivierung adharenter MSC setzt dasnAd#dsBellen mit Hilfe von Trypsin/EDTA
voraus. Dazu wurde das Medium entfernt und digeadbaZellschicht in PBS gewaschen, um
Mediumriickstédnde zu entfernen, welche durch dasmtaaltende Serum eine Inaktivierung
des Trypsins bewirken kénnte. Nach Zugabe defED¥BAsLOsung und einer etwa 5-10-minl-
tigen Inkubation bei 3T konnten die Zellen abgelost und in ein Zestiohgyohrchen
Uberfuhrt werden. Nach anschliel3ender funfmindggaifugation bei 500 - 1000 x g, wurden
die Zellen im jeweiligen Kultivierungsmedium eadiesp und in eine neue Zellkulturkavitat
ausgesat.

D.2.3.4 Zellzahlbestimmung

Um fur Transfektionsexperimente mit einer deimi&stizahl arbeiten zu kénnen, wurde hierzu

eine Zellzahlbestimmung durchgefuhrt. Dies wurdéfeneiner Neubauer Zahlkammer bewerk-

stelligt. Die Anzahl der enthaltenen Zellen wikdeskopisch ermittelt und deren Konzentration
wie folgt berechnet:

Ze”en_ r]Zellen_total 4

m n

10*” Verdiinnungfaktor

Quadrate

D.2.3.5 Osteogene und adipogene Differenzierung der Steemmze

Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgten osteogeneadipppgenen Differenzierungen von hMSC
und mMSC dienten der Uberpriifung des Stammazekehanad wurden routinemafig durchge-
fuhrt.

Sowohl hMSC als auch mMSC wurden grundsatzliah derisalben Protokolle differenziert. Die
Zusammensetzung der Differenzierungsmedien {OalbaBierte auf den Angaben von (Jaiswal
et al., 1997). Die osteogene DifferenzierungekoaflMSC erfolgte durch Zugabe des osteo-
genen Differenzierungsmediums Uber eine Daugrvodet 3 Wochen, wobei alle 3-4 Tage ein
Mediumwechsel durchgefuhrt wurde. Die adipogrer2ierung wurde in zwei Zyklen durch-
gefuhrt, d.h. konfluente Zellen wurden funf Tagema Induktionsmedium behandelt, woran
sich eine zweitagige Zugabe von Erhaltungsmedaioss

TabDEIO: Zusammensetzung des osteogemem wnd adipogiesen DErungsmediums.

Osteogenes Differenzierungsme Endkonzentratic

Dexamethas 100 n\
-Glycerol-Phosphat 10 mh

L-Ascorbinsat-Phosph: 50 ph

Adipogenes Differenzierungsme Endkonzentrati

Induktionsmediu

Dexamethas 1N

IBM) 500 puh

Indomethac 200 pN

Insulir 0,01 mg/n

Erhaltuigsmediun

Insulir 0,01 mg/mr
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D.2.3.6 AlizarinRot-und Oil Red-Barbung

Um die_osteogene Differenziernaghzuweisen, wurden die mit osteogenem Didfaraggt
medium behandelten Zellen nach 7 oder 14 Taddizamih Rot gefarbt, was eine Visualisierung
der Kalzifizierung erlaubt. Dazu wurden die Zehéchst dreimal mit PBS gewaschen und
anschlielend 1 Stunde bei -20 °C in eiskalterol Ei@a%p) fixiert. Nach Rehydrierung mit Aqua
dest. wurden die Zellen 10 Minuten mit AlizardbhdRong (40 mM, pH 4,1) auf dem Schdttler
inkubiert. Durch Waschen mit PBS wurde die Ubsigeilizarin Rot-Losung entfernt.

Fur die Oil Red O-Farbung, die eine Rotfarbunpidieakuolen ermdglicht, wurden die Zellen
nach zweiwochiger_adipogener Differenziewméchst fur zwei Minuten mit Formalin (10 %,
neutral gepuffert) bei -20 °C fixiert und ansehniikBei Raumtemperatur mit%0Ethanol in-
kubiert. Die Féarbung erfolgte fur 20 Minuten aofStdhittler mit Oil Red O-Losung (0,2 %
OilRed O in Isopropanol gelost). Abschliel3end wvaameereit Ethanol (50 %) und Aqua dest.
gewaschen. Die Auswertung erfolgte in beidemtikiteskopisch.

D.2.3.7 Lipofektion von PlaspridNA und siRNA

Das Prinzip dieser Technik basiert auf der Wdalnsglder anionischen Nukleinsduren und des
kationischen amphiphilen Transfektionsreagenzds Kbmplexbildung werden Mizellen gene-
riert, die endozytotisch von der Zelle aufgenomenden kdnnen.

Im Folgenden wird die Durchfuhrung der Transfektligemeinen beschrieben, da sie unab-
hangig von der verwendeten Nukleinsaure (SIRNAN#Ywnd der zu transfizierenden Zellart
war. Die Angaben und Verhéltnisse der eingeBdN&&riRNA-Mengen konnen Tab. D-11 ent-
nommen werden. 24 Stunden vor Transfektion wigdégilen etwa 35 % konfluent ausgesat.
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) wurde in SeriemfBVIEM aufgenommen und nach fanfmin-
Utiger Inkubation mit der Nukleinsdaure gemisehgbdnfalls in Serum-freiem Medium gel6st
worden war. Hierauf erfolgte eine 20-minitigedtkoldieser Losung bei Raumtemperatur, was
die Bildung der sog. Lipoplexe ermdglichte. Wisssd wurde das Medium der zu transfizie-
renden Zellen erneuert und anschliel3end die taimariec2000/Nukleinsaure-Lésung tropfen-
weise zugegeben. Nach sechsstindiger InkubaBérf®@ewnvurde der Transfektionsansatz durch
frisches Kultivierungsmedium ersetzt.

Bei der Transfektion von DNA wurden abweichergbn Mamgesetzt, je nachdem, ob das Ein-
bringen der Plasmid-DNA nur transient oder miZgdrder stabilen Integration ins Genom
erfolgte. War letzteres der Fall, wurden die aeilemsten Tag nach der Transfektion von der
10 cm Kulturschale, in der sie transfiziert wordem watvgeldst und in eine T75-Kulturschale
dberfuhrt. Zudem wurde das Medium mit 200 pg/mhtbtikums Neomycin versetzt, wobei
die Selektion Uber einen Zeitraum von 21 TadgteeNocht-transfizierte Zellen Uberstanden
diese Prozedur nicht.

Tab DEIT: Transfektionsivedimgungen vom MSC wnd mISC

DNATransfektion DNA Lipofectamine 2000
hMSC-Lonza 0,2 ugicm 1,5-fach
hMSC-Prockop Transient: 0,3 [ig/cm 1,5-fach

mMSC Transient: 0,3 ug/Stabil: 0,1 pg/ém 1,5-fach
siRNAFransfektion | siRNA Lipofectamine 2000
hMSC-Lonza 25nM 2-fach
hMSC-Prockop/mMSC 40 nM 2-fach
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D.2.3.8 Zellinvasionsstudien

Die Invasion von hMSC und mMSC durch rekorstBasalmembranen in Richtung eines
Konzentrationsgradienten wurde in eimewitroModell unter Verwendung des sog. Transwell-
Systems untersucht. Dieses besteht aus Eingginatied/ertiefungen einer 24-Kavitaten-Platte
eingebracht werden und eine Membran mit 5 bzwP8rgngrol3e enthalten. Dadurch entstehen
zwei raumlich voneinander abgegrenzte Kompartidientat unterschiedlichen Medien befullt
werden kdonnen (Abb. D-6).

Oberes Kompartiment

Kavitat \

|_—MSC
|_—Extrazellulére Matrix

[~ Filtermembran

5

Unteres Kompartiment\

Serum

Abb [B6: Schematische Darstellungidestro Invasionsassays.

24 Stunden vor dem Einsetzen der Zellen in da¥obgrartiment wurden die Membranen im
Falle der hMSC mit 10 ug humaner extrazellul@ngr(MaCM) und entsprechend fir die Maus-
zellen mit 10 pg Matrigel beschichtet. Beideadktiéxz Matrices wurden kommerziell erworben,
wobei hECM aus humaner Plazenta (PAA, Osterdeidtatrigel aus dem Engelbreth-Holm-
Swarm Maussarkom (BD, USA) gewonnen wurdeBEg&ichdantung wurde die entsprechende
Matrix in 200 pl Serum-freiem RPMI-Medium resigspemad in das obere Kompartiment
pipettiert. Die Platten wurden dann gedffnet umer terilen Bedingungen Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert, wodurch die Flussigikkitnpfte und eine gleichmallige Beschich-
tung der Membranen gewébhrleistet wurde. Bevorsohliss die Zellen eingebracht wurden,
erfolgte ein Rehydrieren der Membranen mit 2005MMNutridoma (1 %). Im Falle der hMSC
wurden 5000 Zellen eingesetzt, wohingegen 7500imisbere Kompartiment eingebracht
wurden. Das untere Kompartiment wurde mit 6005MDMtridoma (1 %) befillt, das 10 %
Humanserum im Fall von hMSC bzw. entsprecheMSari % Mausserum enthielt. Nach 48
bzw. 6 Stunden wurde der hMSC- bzw. der mMS@havesitz gestoppt.

Zur Bestimmung der transmigrierten Zellen wurelequfdder Filtermembran im oberen Kom-
partiment liegenden Zellen unter Zuhilfenahme \&atdsestabchens entfernt, woraufhin die
Visualisierung durchgewanderter Zellen auf desditeteler Membranen durch die Diff-Quick-
Farbung (Interchim, Frankreich) ermdéglicht wigglastDeine Schnellfarbemethode, bei der die
Zellen durch kurzzeitiges sequentielles Eintanafierdrei mitgelieferten Lésungen fixiert und
gefarbt werden. Die Anzahl der Zellen, die digdviemniochquert hatten, wurde dann durch
Lichtmikroskopie ermittelt und in Relation zunfBestaller eingesetzten Zellen gesetzt.
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D.2.3.9 Proliferationsstudien

Die Untersuchung der Proliferation eukaryontideten erfolgte mittels des CyQuant-Assay-
Proliferation Kit der Firma Molecular Probeso@ewit Karlsruhe). Dieser beruht auf dem Einsatz
des fluoreszierenden Farbstoffs CyQuant, deifisobpez Nukleinsauren interkaliert. Die Lyse
der zu untersuchenden Zellen und die nachfolggmd@tion mit dem Farbstoff ermoglichten
eine Bestimmung der Zellzahlen im Vergleich muzshstandard. Dazu wurde unter Verwen-
dung eines Neubauer Hamatocytometers eine Vegsiieinender Zellen generiert, die ebenfalls
mit dem Farbstoff inkubiert wurden. Nach Fluaddesiimmung bei 480 nm Anregung und
52C nm Emission konnte so eine Standardkurve eestdihymit deren Hilfe sich die Zellzahlen
in den jeweiligen Versuchsansatzen ermitteln lizBefellen wurden hierzu in einer Konfluenz
von 25 — 35 % in den Vertiefungen einer 6-Kavitbttta ausgesat und darin transfiziert bzw.
stimuliert. Danach erfolgte eine Kultivierungdiben Zeitraum von drei bis sieben Tagen. Im
Anschluss daran wurden die adharenten ZellenShge®wBschen und mindestens 24 Stunden
bei -80 °C gelagert. Ebenso wurden die Standandpeditandelt, nachdem deren Zellzahl
bestimmt und sie in EppendorfgefalRe Uberfihrtnvematen. Die Lyse bei Raumtemperatur
erfolgte unter Verwendung von 400 pl eines imtKaltenen Lysepuffer. Anschlie3end wurden
jeweils im Doppelansatz 100 pl einer jeden Prale Vfertiefungen einer schwarzen 96-
Kavitaten-Platte pipettiert. Unmittelbar vor desig wurde der Farbstoff CyQuant, der zuvor
ebenfalls im Lysepuffer gelost worden war, invardiinnung von 1: 200 zugegeben und die
Emission bei 520 ngemessen. Nach Doppelbestimmung aller Proben averdégsswerte
jeweils prozentual in Relation zur entsprecheodtollé dargestellit.

D.2.4 Proteinchemische Methoden

D.2.4.1Isolierung von Zytoplasmad Membranproteinen

Fur die Isolierung der zytoplasmatischen Prot€etenin und Cyclin D1 sowie des Membran-
proteins LRP5 wurden die mesenchymalen Stammuieli@niich durch Trypsinierung vom
Kulturgefal3 abgeldst und anschlieend in eiskB8mesuspendiert. Nach Bestimmung der
Zellzahl wurden Aliquots a 40.000 Zellen hetgesteliei 500 x g fur 5 Minuten sedimentiert
wurden, woraufhin das Zellprazipitat in 18 pl twyigohem Lysepuffer (50 mVHRE 50 mM
NaHPQ 0,2M NaCl; 5 mM EDTA; 1 % Triton X-100; 1 % (v/vdMotaaitor-Cocktail;

pH 6,0) geldst wurde. Nach Resuspension und Misclyga eine 30-minutige Inkubation auf
Eis, die durch Zentrifugation bei 13.000 x g fé#iriilen und 4 °C beendet wurde. Der so
gewonnene Uberstand mit den I6slichen zytoplaberatiBroteinen wurde in ein neues
Reaktionsgefald Gberfuhrt und mit 5 pul Laemmlagspuffer (0,4 M Tris, pH 6,8, 4 % SDS, 20 %
Glycerol, 10 % DTT, eine Spatelspitze Bromphenelbéizt.

Die Isolierung von MT1-MMP in hMSC-Zellextrakiigeedurch Zugabe eines Extraktions-
puffers (50 mM Tris, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 8oXFii0®), der eine Mischung verschiedener
Proteaseinhibitoren enthielt (Roche), zu adharatiem Anschlielend wurden die Zelllysate fir
30 Minuten bei 4 °C inkubiert und nach Zentribnghgi 13.000 x g fur funf Minuten der
Uberstand abgenommen und mit Laemmli-Auftragseuffetzt.

Die Isolierung aller anderen in dieser Arbeitiblesnbn Proteine wurde mit folgendem Protokoll
erzielt: Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zbksshm eiskaltem PBS von der Kulturschale
abgelost, in ein Reaktionsgefal? tberfuhrt und fiunfohinttige Zentrifugation bei 500 x g
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sedimentiert. Im Anschluss erfolgte die Lysdleleddech Zugabe von 100 ul eines RIPA-Puffers
(50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 % Nonidet P20Nafsiumdesoxycholat, 0,1 % SDS, 2 mM
EDTA, pH 7,5) und der Inkubation auf einem Rol8rMinuten bei 4 °C. Die nachfolgende
Zentrifugation bei 13.000 x g fur 10 Minuten eichtldie Gewinnung sowohl der zytoplas-
matischen Proteine als auch der Membranproteiderausberstand, der mit 50 pl Laemmli-
Auftragspuffer versetzt wurde. Zudem wurden an 8telle jeweils|8 Probe entnommen, um
eine Proteinbestimmung durchzufihren. Abschliefdeteh die Proben fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, bevor sie entwederfdirek¢ Analyse im Western Blot eingesetzt
oder vorubergehend bei -20 °C gelagert wurden.

D.2.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Fur die Proteinbestimmung wurde die colorimetB€zhdlethode angewandt. Hierbei wird die
Bildung eines blauen’@lomplexes bei 560 nm nachgewiesen, der sicerzWisptidbindung
und Bicinchonininsdure (BCA) in Gegenwart Vdnldgd. Um dies zu erreichen, wurden 100
Lysat entweder direkt (wie im Falle der Gaustaeakad’roben) oder in einer geeigneten
Verdiinnung mit 100 pl BCAIQ24:1)-Losung fir 30 Minuten bei 37 °C in déefivegen einer
transparenten 96-Kavitaten-Platte inkubiert. Zntifzierung der Proben diente eine Standard-
kurve, die mit BSA-LOsungen bekannter Konzemtrstiedihwurde.

D.2.4.3 Proteinnachweis mittels Western Blot

SDS&Polyacrylami@Gelelektropiresse

Die Auftrennung von Proteinen aus Lysaten euisatyemiZellen erfolgte mittels diskonti-

nuierlicher Elektrophorese (Laemmli, 1970). Derétmveesenheit von SDS sowohl in den
verwendeten Polyacrylamidgelen als auch in dem Rwérden die Proteine denaturiert und
erhalten durch Anlagerung des Detergenzes négalivgen, was ihre Auftrennung nach der
Molektlmasse ermdglicht. Entsprechend der Mgkkidate der zu analysierenden Proteine
wurden Gele mit unterschiedlicher Polyacrylanadiatipn (zwischen 6 % und 12,5 %)

verwendet. Die mit Laemmli-Auftragspuffer verseReolgen wurden zunachst 5 Minuten bei
95 °C gekocht, danach fur 10 Sekunden bei 5000tkfggzert und schlie3lich in die Taschen
der Gele aufgetragen. Die elektrophoretischenAuftgeder Proben im Gel erfolgte fur etwa
60-90 Minuten bei 120 V in einem SDS enthalteadgufter (25 mM Tris-Base, pH 8,3,
192 mM Glycin, 0,1 % SDS). Hierfir wurde das Tr&tsRIE der Firma BioRad (Munchen)
verwendet. Zum Zweck der Visualisierung und Bgweetu Molekulargewichte der aufge-

trennten Proteine wurde ein Farbstoff-markiertekivargewichtsmarker aufgetragen.

Transfer von Proteinerf alitrdéebaiesdrmmiararbeanen

Im Anschluss an die elektrophoretische Auftredaurryoteine erfolgte der Transfer auf eine
Nitrozellulosemembran. Dazu wurde ebenfalls da3raisBlot Module der Firma Biorad
verwendet. Das Transfersystem wurde in folgeifuanfdRge zusammengesetzt, wobei die
Membran zuvor fir 15 Minuten im Methanolhaltigersf@rpuffer (25 mM Tris-Base, pH 8,3,
192mM Glycin, 0,% SDS, 20 % Methanol) aquilibriert wurde: Kathd&shwamm —
Filterpapier — Gel — Nitrozellulosemembran pdpiker— Schwamm — Anode. Der Transfer
dauerte 90 Minuten bei 70 mA.
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Iimmmundetektion der Zielproteine

Die Immundetektion (Gershoni and Palade d&@@3gIproteine wurde mit Hilfe der in Tab. D-12
angegeben Antikorper-Verdiinnungen und der jemispseehenden HRP-Konjugate bewerk-
stelligt.

TabDEl2 Reaktionsbedingungen fiir die Immundetektion.

Antikorpe Verdinnun Puffersyste HREKonjuge | Wrdinnun
anti -Actin 1:40( NE antigoal 1:15.00
anti -Catenin | 1:75( NE antigoal 1:15.00
ant-CyclinD | 1:40( NE antirabbii 1:15.00
ant-MT-MMF | 1:100( TBS antirabbi 1:150(
ant-LRP 1:40( NE antigoalt 1:15.00
ant-LRP 1:20( TBS antigoal 1:20.00

Um die Zielproteine auf der Membran zu visuajisigodgte eine Reihe von Inkubationsschritten
mit den entsprechenden Primar- und Sekundar-patikdn zwei unterschiedlichen Puffer-
systemen, die nachfolgend beschrieben werdémkubisgionsschritte wurden bei Raumtempe-
ratur auf dem Schittler durchgefuhrt. In wenigenahmefallen wurden die Membranen uber
Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler blockiert. EndealINET-Puffersystems wurde die Nitro-
zellulosemembran unmittelbar nach dem Transterotine fir eine Stunde in NET-Gelatine
Puffer (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl, BTIAMIEBS % Triton X-100, 0,25 % Gelatine)
Uberfuhrt, um die ungesattigten Proteinbindurigesial blockieren. Im Anschluss wurde die
Membran fur eine weitere Stunde im selben Pufilmmjeweiligen Primar-Antikérper inkubiert.
Bevor der mit Meerrettich-Peroxidase-Enzym neafekundar-Antikdrper zugegeben wurde,
erfolgten drei Waschschritte a 10 Minuten in NEF{B0 mM Tris/HCI, pH 7,5, 150 mM NacCl, 5
mM EDTA, 0,05 % Triton X-100). Angeschlossegineus@eminitige Inkubation des Sekundar-
Antikorpers in NET-Puffer mit nachfolgendem dgemalVaschen fiir jeweils 10 Minuten in
NET. Beim TBS-T-Puffersystem wurde das Bloekidtemloskan durch Inkubation in 5-%iger
Magermilch-Lésung, fir eine Stunde bei Raumtampgeatdhrleistet. Die Inkubation des
Primar-Antikorpers fur die gleiche Zeitdauer emgetpigte in TBS-T (20 mM Tris/HCI, pH 7,5,
500 mM NacCl, 0,05 % Tween 20, 0,2 % Triton XA%08)ieRend wurde die Membran zweimal
10 Minuten in TBS-T Puffer gewaschen, bevorurataséntikdrper wiederum in TBS-T Puffer
fur eine Stunde zugegeben wurde. Danach wurdezergienal 10 Minuten mit TBS-T gewasch-
en. Zur Detektion mittels Chemilumineszenz wued&ewohbranen fur eine Minute im Ent-
wicklerreagenz&® Systems) inkubiert.

D.2.4.4 Bestimmung endogener Proteinexpression mittelaflomoneszenz

Um die subzellulare Lokalisation ¥@Gatenin in intakten Zellen nachzuweisen, wurde@ hivi
den Vertiefungen vehamber slidgdlunc, Wiesbaden) ausgesat und mit Wnt3a dtirDidiees
ermdglichen die Kultivierung und Behandlung vareatdn Zellen auf einem Objekttrager, dem
ein Plastik-Kammer-Gerust aufgesetzt ist, wodenstthiedene Kavitdten ausgebildet werden.
Nach dreitagiger Stimulation von hMSC mit Wnt3gterdie Fixierung und Permeabiliserung
der Zellen durch 30-minttige Inkubation bei 37 édr Fixierlosung (4 % Paraformaldehyd,
0,2-% Triton X-100). Anschlielend wurden die Zeb#enal 5 Minuten in PBS-T (10 mM
NaHPQ 2 mM KIPQ, pH 7,4,137 mM NaCl, 2,7 mM KCly O\een) gewaschen, wonach eine
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Inkubation in der Blockierungslosung (3 % BSAandést.) fur eine Stunde in der Feucht-
kammer bei Raumtemperatur angeschlossen wurdd Wargen jeweils 80 pl Primar-Anti-
korper-Losung (Verdinnung des a@@&tenin Antikdrpers ageat 1:15) zugegeben und eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abkdlgpfémtikdrperlosung wurde zweimal 5
Minuten mit PBS-T gewaschen. Ebenfalls fir div@aeaer Stunde wurde die Inkubation des
mit FITC-markierten agbat Sekundar-Antikorpers (1:25) im Dunkeln durchgbf@i¢in erneu-
tem Abklopfen der Loésung und zweimaligem funffamWaschen in PBS-T fur je 5 Minuten
wurden die Zellkerne mit DAPI (Molecular ProBgsgeiisbt. Zu diesem Zweck wurden die
hMSC WMinute in einer DAPI-L6sung (1:10.000) im Dunikddrert und abschlie3end wieder in
PBS-T gewaschen. Das Plastik-Kammer-Geriistkttesg®igavurde mit Hilfe eines Offners ab-
getrennt und nach Zugabe von 10 pl ProLong Amtéadiérma Molecular Probes wurden die
Zelltrager mit Glasdeckglaschen bedeckt und zirtéus den Kuhlschrank gelegt.

D.2.4.5 Gaussiuciferaséktivitatsmessung in stabil transfizierten mMSC

Die Bestimmung der Gaussia-Luciferase-Aktivitde water Verwendung des Gaussia-
Luciferase-Kits der Firma NEB im Uberstand bemetitfizierter mMSC durchgefiihrt. Diese
Zellen hatten das Plasmid pcDNA3PPRGLuc stabil in ihr Genom inkorporiert undrkeante
fur die Visualisierung von Wiatenin-regulierten Reportergenaktivitdten eimgesetden.

Mit Hilfe dieses Systems konnte die subzellukaesation und damit einhergehend die
transkriptionell aktive Fraktion ve@atenin quantifiziert werden. Denn nur nach dkainsh

von -Catenin in den Zellkern mit nachfolgender Koitgalegbmit Tcf/Lef-Transkriptions-
faktoren kommt es zur Expression des Reportaagssis-Guciferase, welche dann nach Sekre-
tion im Zellkulturiberstand nachgewiesen werdenx@nReporterzellen wurden hierzu in die
Vertiefungen einer 6-Kavitaten-Platte ausges&tuAflen nach Stimulation bzw. Knockdown
erfolgten die Uberstand-Abnahme (50 pl) und dsfeTia die Vertiefungen einer schwarzen 96-
Kavitaten-Platte. Unmittelbar vor der Messungnimdmeter bei 470 nm wurde das 100-fach
konzentrierte Gaussia-Luciferase Substrates eagegstzuvor in einem mitgelieferten Puffer in
einem Endvolumen von 50 pl gelost wurde. Diealtenenrelative light unit¢RLU) wurden
Uber die Gesamtproteinmenge in jeder Kavitat modieiem Anschluss an den Assay ermittelt
wurde. Zu diesem Zweck wurden in jede Vertiefungd ées Puffers (50 mM HEPES/KOH,
15CmM NaCl, 1 % (v/v) NP40, pH 7,4) gegeben undléh 3ienRaumtemperatur auf dem
Schttler inkubiert. Es erfolgte eine Proteindeppeimung jeder Probe wie in Abschnitt C.2.4.2
beschrieben mit jeweils 100 pl des entsprechetidahufiiberstandes.

D.2.5 Datenanalyse

Die statistische Signifikanz wurde ermittelt, iddemittelwerte £ SD zweier Triplikat-Ansétze
mit dem Student’s T-Test miteinander verglichelenvudazu wurde das Excel Programm
(Microsoft Office XP) verwendet. Als statisgadikant wurden P-Werte angesehen, die kleiner
als 0,05 (*) bzw. 0,01 (**) waren, womit die lietdra¢Jnterschiede mit einer Fehlerquote von
<5 % bzw. <1 % belegt waren.
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KarPITHE

[E  Ergebnisse

E1l Wnt/ -CateninSignalweg in hMSC

Fur die Untersuchung des W@Atenin-Signaltransduktionsweges in humanen mgraten
Stammzellen (hMSC) wurde ein dualer Ansatz ang®ahedwurde einerseits der Signalweg
durch gezielte Beeinflussung verschiedener Kotepaiédiviert, die an der Initiation bzw. Wei-
terleitung des Wnt-Signals beteiligt sind. Zunteanddolgte die RNAi-vermittelte Repression
aktivierender Signalmolekile des Wodtenin-Signalweges.

E.1.1 Aktivierungsstudien

Die Aktivierung wurde zunéchst durch externe Zugab&/nt3a und LiCl durchgefiihrt. Des
Weiteren wurde durch Transfektion von siRNARibigorischen Komponenten APC und Axin2
des Wnt/-Catenin-Signalweges eine endogene Aktivierustyelnige

E.1.1.1 Exogenditkiigraingles Writ/-CateninSignalwegedurch Stimulation
mit Wnt3a und LiCl

Fur die exogene Aktivierung des Y@atenin-Signalweges wurden hMSC mit verschiedenen
Konzentrationen von rekombinantem Wnt3a stimAliernativ erfolgte die Zugabe von LICl.
Li-lonen inhibieren GSK;3vodurch es zu einem verminderten Abbau@atenin kommt, was
wiederum mit einer Aktivierung des Wnt-Wegesgahhgsiehe audh?2.2).

E.1.1.1.1Einfluss auf diaibmélheliiriddoklidestiomon -Catenin

Die Behandlung von hMSC mit 150 ng/ml Wnt3aeresduitti einem deutlichen Anstieg der
Absolutmengen desCatenin-Proteins, was im Zelllysat mittels We3ketrmachgewiesen
wurde. Um eine semiquantitative Aussage zu erhaltdan die Proteinsignale ve@atenin
densitometrisch ausgewertet und auf die jewddrgéginmengen vonActin normalisiert. Die
Analyse ergab einen Anstieg ab dem dritten Teigeanfaximale Akkumulation veBatenin
nach einem Zeitraum von sieben Tagen (2,2-féctg-(AbNach LiCl-Stimulation konnte mittels
Western Blot kein deutlich erhdhter Proteinleavel@atenin nachgewiesen werden.

Tag 1 Tag 3 Tag 7 Abb.E1: Akkumulation von-Catenin in hMSC
9 9 9 nach Stimulatiomit Wnt3a.
I 11 11 1
K WinSa" " K WnlSs " K Wnda hMSC wurden fur 7 Tage mit 150 ng/ml Wnt3a
— e — — — p-Catenin (92 kDa) stimuliert. Es erfolgte ein Vergleich éeatenin-

Protein-Level (92 kDa) in Lysaten nicht-stimulierte
(K) und stimulierter Zellen (Wnt3a). Die Protein-

m&Aﬁin (42kDa) mengen wurden densitometrisch analysiert und auf

-Actin (42 kDa) normalisiert.

Die Translokation vorCatenin in den Zellkern konnte sowohl nach Wais3atich nach LiCl-
Stimulation mittels Immunfluoreszenz gezeigt wéidbn E-2). So wich das vorwiegend peri-
nukleare Fluoreszenz-Signal w@atenin in den Kontrollen infolge der siebema§igau-
lation einer hauptsachlich nuklearen Fluoreszendurgh Kolokalisation mit der Kern-Farbung
(DAPI) in besonderem Mal3e deutlich wurde.
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Abb. EE2: Immunhistologischer Nachweis dGateninExpressionachWWint3a-und LiGBtimulation.

Die Immunfluoreszenz wurde mit Hilfe eines palgkighntikbrpers gegerCatenin (jeweils linke Seite)
nach siebentagiger Stimulation durchgefihrt.

Zusatzlich erfolgte eine Darstellung der ZeltkeareDAPI-Farbung (jeweils rechte Seite). Bakgm=
A) Wnt3a-Stimulation erfolgte mit 150 ng/ml. Unbdelta Zellen dienten als Kontrolle.
B) LiCl-stimulierte (2mM) Zellen wurden mit Na&idedten Zellen verglichen.

E.1.1.1.2Einfluss auf die Expression von Cyclin D1 urMINiRP1-

Die Effekte auf das Transkriptom der hMSC, HididuFcanslokation voi€atenin in den Kern
bedingt waren, wurden mittels gqRT-PCR untersadbei tWurden exemplarisch die Expressions-
profile von Cyclin D1 (Shtutman et al., 1999) TihndviMIP (Takahashi et al., 2002) bestimmt, da
diese Zielgene nachweislich durch den \Waténin-Weg reguliert werden. Es zeigte sich, dass
die Cyclin D1-Expression signifikant induzie(Taglt, 7). Die Transkriptmenge von MT1-MMP
hingegen war nur leicht erhoht (Abb. E-3A). K&Stimulation der Zellen war vor allem die Ex-
pression von Cyclin D1 deutlich induziert (Al#), weéhingegen die MT1-MMP-Expression am
Tag 1 nur leicht erhéht war. Am Tag 7 war kaimesdde Wnt-Zielgene signifikant induziert.

300 250
A = Kontrolle B e B Kontrolle (NaCl)
o | * | =3 CyclinD1 I =1 Cyclin D1
. = MT1-MMP 200 L = VT-MMP
200 + I
150 + I

150 +

= 100 +
100 + g
50 + 50 +
0 - — T 0

- .
1 7

1 7

Transkriptionelle Induktion [%]
Transkriptionelle Induktion [%]

Zeit nach der Stimulation mit 150 ng/ml Wnt3a [Tage] Zeit nach der Stimulation mit 1 mM LiCI [Tage]

Abb. EE3: mRNAEXxpressionsprofil von CyBlinund MFMMP nacWivi3@aind LiGBtimulation.

Die Transkriptmengen von Cyclin D1 und MT1-MMBR nact einem und sieben Tagen mittels gRT-PCR
bestimmt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + &DTeplikat-Ansatzes. *P<0,05.

A) Die Daten der mit 150 ng/ml Wnt3a-stimulieM&Chwurden prozentual im Verhaltnis zur unstimu-
lierten Kontrolle dargestellt.

B) Als Referenz fiir die mit 1 mM LiCl stimulgdban dienten die mit den entsprechenden Na€iKonz
trationen behandelten Proben (100 %).
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E.1.1.1.3Einfluss aufaroliferatiossund Invasionsverhalten

Um zu Kklaren, ob die Wnt3a- bzw. LiCl-Stimulatener héheren Zellteilungsrate resultiert,
wurde der CyQuant-Proliferation-Assay eingesbttdn Fallen konnte ein gesteigertes Wachs-
tum festgestellt werden, wobei dies im Fall v@aVWmhiedrigen Konzentrationsbereich tenden-
ziell dosisabhangig war, bevor ab 100 ng/mltesuRdereicht wurde (Abb. E-4A).

Auch die LiCl-Stimulation ging bei 1 mM und 4 mkinai gesteigerten Proliferation einher

(Abb. E-4B). Dagegen fuhrten hohe Mengen Li®1)(20 enem drastischen Riuckgang der Pro-
liferation (nicht dargestellt).

180 180
A * B
I Kontrolle
160 + r ) 160 * == NaCl
. LiCl

140 + I T 140 4
SN S A e o T
2 X
= s "
S 100 + S 100 4
=3 =
g g
S 8ot S 80
° °
O 60+ [

40+ 40 4

204 20 4

0 . T . - - : : . - 0 — —

Kontrole 5 10 20 35 50 100 150 200
4mM
Wnt3a [ng/ml] m m

Abb. B+4: ProlifestinmsyezhadiémachStimulation mit Wnt3a und LiCl.

hMSC wurden fur die Dauer von sieben Tagen natbB&mt3.iCl stimuliert, wonach die Proliferation mi

tels CyQuant-Assay bestimmt wurde. Die Ergebdibstedwerte + SD eines Triplikat-Ansatzes05P<0

A) Wnt3a (0 — 200 ng/ml)-stimulierte Zellen irfeMarmit der unbehandelten Kontrolle (100 %).

B) Die Proliferation LiCl (1 mM und 4 mM)-stieuli#SC wurde in Relation zur nicht-stimulierten
Kontrolle (100 %) gesetzt. Als zuséatzliche Kodiallen NaCl-stimulierte Zellen.

Das Invasionsverhalten der hMSC wurde in einewell{@ystem untersucht. Dabei wurde die
Fahigkeit der Zellen evaluiert, eine rekongtitBiaslmembran in Richtung eines Konzentra-
tionsgradienten aus Humanserum zu durchwanderstaBae Induktion des Invasionsverhaltens
zeigte sich vor allem infolge der Stimulation mMBaNAbb. E-5A). Aber auch nach Stimulation
mit LiCl (4 mM) konnte eine gesteigerte Invatdresphachtet werden (Abb. E-5B).

300 180

A * % B * | s Kontrolle
160 =1 NaCl
= 250 = . LiCI
3 q
& T = 140
@ o
° ©°
£ 200 T :g 120 I I
o
N N
< < 100
R 150 N
% % 80
° °
= 100 { T c 60
2 S
[ [2]
2 2 ®
£ 504 £
20
0 T T T 0
0 150 200 1mM 4mM
Whnt3a [ng/ml]

Abb. B5: Invasionsverhalten nach Stirmalatitt \Whit 36 ri2e.bRIE] .

Die Fahigkeit hLECM zu durchwandern wurde Ubetegireamm von 48 Stunden untersucht.
Die Ergebnisse sind Mittelwer&Dteines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01.
A) Proliferation nach Stimulation mit Wnt3a (080@ml) im Vergleich mit unstimulierten Kowedietiz

B) Effekte der NaCl- und LiCl-Zugabe (je 1 mMnMilid Relation zur nicht behandelten Kontrgikgrup
(100 %).
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E.1.1.1.4Hnffluess snflih Diff6erapisrunggkibig kit

Um zu untersuchen, ob die Stimulationen der mgsaferh Stammzellen mit Wnt3a und LiCl
selbst zu einer Differenzierung der Zellen fimrdie Differenzierungsfahigkeit der hMSC ein-
schrankt, wurden folgende Experimente durchgefuhrt:

Einerseits wurden hMSC sieben Tage lang mit ¥\intB&Cb stimuliert und anschlieRend einer
Alizarin Rot- und Oil Red O-Farbung unterzogemeimogliche Differenzierung der Zellen in
die osteogene und adipogene Richtung zu Uber(siéfe:n D.2.3.6). Eine solche Differenzierung
der hMSC wurde jedoch weder nach Wnt3a- nochClashnulation beobachtet (Abb. E-6A).

Andererseits wurden gleich im Anschluss an digdgjeje Stimulation mit Wnt3a bzw. LiCl die
hMSC durch Zugabe der entsprechenden Komponeniestich{D.2.3.5) in die osteogene und
adipogene Richtung differenziert. Hierbei kormggygeerden, dass weder Wnt3a, noch LiCl zu
einer Veranderung der charakteristischen Stangerzetleaften fihrte. So waren die vorstimu-
lierten hMSC immer noch in gleichem Malie fahig medodermale Richtungen (osteogen/
adipogen) zu differenzieren (Abb. E-6B).

A B
Alizarin Rot Oil Red O Alizarin Rot Oil Red O

Kontrolle Kontrolle

Whnt3a Whnt3a

— 150 ng/ml ¥150 ng/ml
LiCl LiCl

4 mM 4 mM
NaCl NaCl

4 mM 4 mM

Abb. B6: Differenzierungsstatusd Diffenenz enungeverdgémeon Wnt3aund LiGktimulierten hMSC.

Die Differenzierungen in die osteogene und adipBgdriung wurden chemisch induziert und entspre-

chend durch Alizarin Rot- und Oil Red O-Farburgewaasen. Die Zellen wurden mit 150 ng/ml Wnt3a

bzw. 4 mM LiCl stimuliert. Kontrollzellen blieksémuliert bzw. mit 4 mM NaCl behandelt. Bab@pm

A) hMSC wurden nach vorangehender siebentégégetBehmit Wnt3a oder LiCl zum Nachweis einer
etwaig eingetretenen osteogenen bzw. adipogeiee@n2i€rung mittels Alizarin Rot-bzw. Oil Red O-
Farbung tberprift.

B) Sieben Tage mit Wnt3a bzw. LiCl stimuliertevbM8€ in die osteogene (links) bzw. adipogghrts)(re
Richtung differenziert und geféarbt.
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E.1.1.2 Endogenéltkiigrenglgs Wnt/-CateninSignalwegedurch Knockdown
von APC und Axin2

Um die durch die exogene Aktivierung des-@Gat#nin-Signalweges erhaltenen Resultate auf
intrazellularem Niveau naher zu charakterisiewetie \/m einem RNAI-basierten Ansatz die
Expression der in den Abbau ¥8Gatenin involvierten Komplexproteine APC undédaziert.
Hierdurch sollte eine gezielte endogene AktivaEumynt-Signaltransduktionskaskade erreicht
werden.

E.1.1.2.1Einfluss auf die zellulare Konzentration v@atenirundd
die Expression von Cyclin D1 undNWMR-

Fur den Knockdown von APC und Axin2 wurdenzewebgw. drei spezifische siRNAs ausge-
wéhlt und in hMSC transfiziert. In Abb. E-7 sikthdckdown-Effizienzen der siRNAs dargestellt,
die die starkste Reduktion der entsprechenden LreRNiAervorriefen. Diese wurden tber den
Zeitraum einer Woche nach Transfektion mitteRCGRBbestimmt.

Im Falle der APC-siRNA zeigte sich am Tag lansfektion ein hoch signifikanter Abfall der
APC-mRNA-Expression (97 %) wahrend am Tag @ukdatkidown nur noch schwach ausge-
pragt war.

Ein ahnlicher Verlauf war bei Axin2 zu beobacbben die Reduktion der Axin2-mRNA am Tag 1
nach Transfektion weniger stark ausfiel. Am Taagk&invEinfluss des Knockdowns mehr fest-
stellbar.
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Restespression [%]
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Abb E=7: Knockdowikffizienzen desiRNRAS GegegeABKE A\Xin2.

Mittels gRT-PCR erfolgte die Bestimmung der Kwmo&finienz der siRNAs am Tag 1, 3 und 7 nach
Transfektion. Die Knockdown-Effizienzen wurdesntpabzim Verhdaltnis zur nc-siRNA-Transfektion
dargestellt. Die Ergebnisse sind Mittelwerteein&®Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01.

A) Knockdown von APC.

B) Knockdown von Axin2.
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Um zu Gberprufen, ob bzw. in welchem Ausmalridigevier mRNA-Expression von APC und
Axin2 mit einer vermehrten Akkumulation v@atenin einhergeht, wurden semiquantitative
Western Blot-Analysen von Zelllysaten durchg&mnwahl der Knockdown von APC als auch der
von Axin2 fuhrten hierbei zu einem Anstieg-@atenin-Proteinlevels (Abb. E-8), der am siebten
Tag nach Transfektion am deutlichsten wurde.

nc APC nc Axin2 Abb. E8: Naclweis des-CateninProteinlevels

nachKfookidbavwon APC und Axin2.
B-Catenin (92 kDa) . o . ) .
Der semiquantitative Proteinnachweis v@atenin

(92 kDa) erfolgte mittels Western Blot. Dabei wurden
— ; Lysate von hMSC eingesetzt, die sieben Tage zuvor
| —— -Actin (42 kD
_B s % mit APC- bzw. Axin2-siRNA transfiziert worden wa-

ren. Als Auftragskontrolle dient&ctin (42 kDa).

| — —

Wie schon fir die Stimulationsexperimente mit WntB&iCl dargestellt, wurden auch in den
Knockdown-Versuchen die Transkriptmengen voDCyelchMT1-MMP bestimmt.

Im Fall des APC-Knockdowns wurde einen Tag nsigktibra eine deutliche Reduktion der
beiden Wnt-Zielgene beobachtet, wahrend die engmten Transkripte am Tag 3 eine signifi-
kante Induktion zeigten, aber am Tag 7 im Vemleiklontrolle nicht mehr verandert waren
(Abb. E-9A).

Beim Axin2-Knockdown konnte die hdchste Induktifalle von MT1-MMP am Jatach
siRNA-Transfektion festgestellt werden, wahrdbixpdession von Cyclin D1 am Tag 7 Maximal-
werte aufwies (Abb. E-9B).
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Transkriptionelle Expression [%]
Transkriptionelle Expression [%]

Zeit nach Transfektion der APC-siRNA [Tage] Zeit nach Transfektion der Axin2-siRNA [Tage]

Abb. EE9: mRNAEXxpressionsprofitm@yclinD1 und MFMMP nack Hociadiolwwon APC und Axin2.

Die Transkriptmengen von Cyclin D1 und MT1-MBW#P Kmatkdown-Zellen wurden am Tag 1, 3 und 7
nach Transfektion mittels gRT-PCR bestimmt whatjeritgen der nc-siRNA-transfizierten Kontrghyrup
(100 %) verglichen. Die Ergebnisse sind Mittel@teeines Triplikat-Ansatzes. * P<0,05 **P<0,01.

A) Wnt-Zielgen nach Transfektion APC-Knockdown.

B) Wnt-Zielgen-Expression nach Axin2-Knockdown.
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E.1.1.2.2Einflussauf des fralifenationsnd Invasionsverhalten

Analog zu den Experimenten, in denen der Wnw8gyrdirch exogene Faktoren aktiviert
wurde, erfolgte auch nach Knockdown von APC n2deiiei Untersuchung der Proliferation
und des Invasionsverhaltens der Zellen.

Nach Knockdown von APC, konnte sowohl eineegesZatiteilungsrate (Abb. E-10A) als auch
eine erhéhte Invasionsfahigkeit der hMSC beobaaioten (Abb. E-10B).

Interessanterweise wirkte sich der Knockdownin@dnmefximierend auf das Wachstumsvermo-
gen (Abb. E-10A) der Zellen aus und hatte kathéhd&tif das Invasionsverhalten (Abb. E-10B).
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Abb. EEN@ Proliferatiossund Invasionerbditémach Transfektion der siRNAs gegen APC und Axin2.

Nach Transfektion mit APC- bzw. Axin2-siRNAs diard@liferation von hMSC mittels CyQuant-Assay
bzw. die Invasionsfahigkeit mittels des TrangstethS im Vergleich zu nc-siRNA-transfizierten hMSC
untersucht. Die Ergebnisse sind Mittelwerte in&OTdplikat-Ansatzes. *P<0,05.

A) Proliferation von APC- und Axin2-Knockdown-gieben Tage nach Transfektion.

B) Invasionsverhalten (fur eine Dauer von 481samadgsiert) einen Tag nach Transfektion.

E.1.2 Inhibitionsstudien

In einem weiteren Ansatz wurde der WZdtenin-Signalweg ebenfalls unter Verwendung der
RNAI-Technologie inhibiert. Hierbei wurde disdtoqpraentraler Komponenten des kanonischen
Wnt/ -Catenin-Signalweges, namlich des transkriptieiesaktlen ProteinsCatenin und des
Wnt-Korezeptors LRP5, mittels sSiRNA-Transfaktimules.

E.1.2.1 Inhibition deWnt/ -CatenirSignaeggssdduckoukcavowon
-Catenirundd_RRB5

Die mit Hilfe der Angaben von Angela ReynoldsidReyml., 2004) ausgewahlten siRNAs gegen
-Catenin und LRP5 erwiesen sich als hoch effiagminédchst auf mRNA- und im Anschluss
daran auch auf Proteinebene gezeigt werden konnte.
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E.1.2.1.1Einfluss auf die Expression -Catenin und LRP5

Abb. E-11 gibt die Reduktion d€ratenin- und LRP5-mRNA Uber einen Zeitraum lvem sie
Tagen wieder. Die héchste Knockdown-EffizienRIdAfEBibene konnte einen Tag nach Trans-
fektion nachgewiesen werden. In beiden FéllereviReddktion der endogenen Transkriptlevel

Uber einen relativ langen Zeitraum von sieben faagehne merkliche Abnahme der Knock-
down-Effizienz beobachtbar.

160

[ | ncisNrA (R-Cat)
s | — . Abb. E1T1t Knockdownvon -Catenin
1 LRP5-SRNA und LRP5 in hMSC.

Die Uberpriifung der Knockdown-Effizienz
von -Catenin und LRP5 erfolgte mittels
80 | gRT-PCR. Dargestellt ist jeweils die verblie-
bene mMRNA-Expression in den Knockdown-
N Zellen im Vergleich zu den mit nc-siRNA
ol d B transfizierten hMSC am Tag 1, 37undch
* Transfektion.

% Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
ﬁ Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01.

120 1+

100 1+
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Restexpression [%]

20 +

* %
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1 3 T

Zeit nach der Transfektion [Tage]

Der Nachweis des jeweiligen Knockdowns auf Beoieimgfolgte mittels semiquantitativer
Western Blot-Analyse. Dabei zeigte sich im Vezglelen Gegebenheiten des mRNA-Knock-
downs eine deutliche Verzégerung (bis zu siegedefd&eduktion auf Protein-Ebene. Da bei der
Herstellung des Lysates ein Spaltprodukt miereztuzMolekulargewicht des membrangebun-
denen LRP5 in die lI6sliche Fraktion freigeseéiXanin dieses ebenso wizatenin (Abb. E-12A)

in der l6slichen Fraktion nachgewiesen werde&(¥gib).

A B
Tag1l Tag3 Tag7 Tag 7
Fnc R-Cat 'l'nc RB-Cat! Inc  R-Catl nc LRP5
T s e <« ===~ .~ p-Catenin (92 kDa) s = . LRP5(85kDa)

T N G S S w_ -ctin (42 kDa) S — -Actin (42 kDa)

2 31 67  Knockdown [%] 47 Knockdown [%]

Abb =12 Nachweis der Reduktion der Proteinmengen @aenimund LRPS nadhiRNFYransfektion.

Western Blot-Analysen von hMSC-Lysaten zum Ndelsviaiockdowns voiCatenin (92 kDa) und LRP5

(85 kDa) auf Proteinebene. Die Proteinmengen wert@tometrisch ausgewertet und aéfctin
(42 kDa) normalisiert.

A) -Catenin-Proteinlevel in der l8slichen FraktidrM&EC-Lysate am Tag 1, 3 und 7 nach
Transfektion derCatenin-siRNA.

B) LRP5-Proteinlevel in der |6slichen Fraktio 8€sLysates am Tag 7 nach Transfektion deRNAP5-si
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E.1.2.1.2Einfluss aufidiEXprpssssiovoroCyeyicliD D ind WE-1

Zur Uberpriifung ob bzw. inwiefern eine verring&@#tenin-Proteinmenge sich auch auf die
Whnt-Zielgene Cyclin D1 und MT1-MMP auswirkt, wieréanT ranskriptmengen mittels gRT-PCR
bestimmt. Dabei zeigte sich sieben Tage nacikiioandker -Catenin-siRNA eine deutliche
Abnahme der Expression von beiden Wnt-Zielgdndfr 18]

G Abb. EIZ mRNAEXxpressionsprofil der
—] = a WntZielgene Cyclidl und MFMMP
1201 B MT1-MMP nachkfrookidbswwon - Gatemim.

100 1 Mittels gqRT-PCR wurde die mRNA-Expres-
% sion von Cyclin D1 und MT1-MMP einen
80 und sieben Tage nach Transfektion der
*
gegeben sind die jeweiligen mMRNA-Expres-
;

-Catenin-siRNA untersucht. Prozentual an-
60 +
sionslevel in den Knockdown-Zellen im
Vergleich zu den mit nc-siRNA transfizier-
ten Kontrollzellen.
Die Ergebnisse sind als Mittelwerte + SD
eines Triplikat-Ansatzes dargestellt. *P<0,05.

40 +

Transkriptionelle Expression [%]

20 1+

1
Zeit nach der B-Catenin-siRNA-Transfektion [Tage]

Zusatzlich zu diesen Knockdown-Experimenten wurdeydnzender Versuch durchgefihrt,
womit die Bedeutung vonCatenin und LRP5 fir die Weiterleitung des Wart8dtelten
Signals in den Zellkern bis hin zur Expressimidéelgens Cyclin D1 ndher evaluiert werden
sollte. Hierfur wurden hMSC mit den siRNAs g€geenin bzw. LRP5 transfiziert und am Tag 6
- zum Zeitpunkt des maximalen Knockdowns@atenin und LRP5 auf Protein-Ebene — fur 24
Stunden mit Wnt3a stimuliert. Im Vergleich zu dercisiRNA-transfizierten Zellen, die nach
Stimulation mit Wnt3a eine deutliche InduktiorCgleln D1-Transkriptniveaus zeigten, war die
Expression in den Knockdown-Zellen in beiden riéiemnduziert. Vielmehr konnte eine
Reduktion der Cyclin D1-Expression beobachtet (#dxoleE-14).

300

N Abb.E14t CyclinDEmARASRpessisin
};' | Kontroliatléen soaviée im-Catenin-und
20 LRP&nockdowsZellen nach Stimula-
[ tion mit Wnt3
200 +

Die  mRNA-Expression des Wnt-Zielgens
Cyclin D1 wurde sowohl in unstimulierten
als auch in mit Wnt3a stimulierten Kontroll-
zellen (nc-siRNA) bestimmt und verglei-

150 1

Transkriptionelle Cyclin D1-Expression [%]

100 T chend zur Expression irCatenin- und
LRP5-Knockdown-Zellen untersucht.
50 + - Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.
0

nc-siRNA nc-siRNA R-Cat-siRNA  LRPS-siRNA

| +Wnt3a |
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E.1.2.1.3Einflussaaff dd@robifdeaitio@sund Invasionemdltdren

Um die Folgen der Reduktion v@atenin und LRP5 auf das phanotypische VerkaltériSC

zu beurteilen, wurden Proliferations- und Invesrom$gen der transfizierten Zellen getestet.
Dabei konnte eine Verminderung der proliferaifsrs&haften beobachtet werden, die im Fall
des -Catenin Knockdowns etwas starker ausgeprags waclaLRP5-Knockdown (Abb. E-15A).
Daruber hinaus war auch das Invasionsverhalteiig deehandelter hMSC deutlich einge-
schrankt (Abb. E-15B), wobei déatenin-Knockdown zu einer sehr starken Vermgmdesu
Invasionsvermdgens um ca. 70 % fluhrte.
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Abb. EE1%: Proliferatiossund Invasionsvermégen von hM&hKnockdownem - Getmin und LRPS.

Die Proliferation bzw. das Invasionsvermégen vamd&ag 7 nach Transfektion entsprechend mittels
CyQuant-Assay und Transwell-Systei@atenin- bzw. LRP5-Knockdown-Zellen untersucht.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD einest¥imikizes. *P<0,05 **P<0,01.
A) Zellteilungsrate vofCatenin- und LRP5-siRNA-transfizierten hMSQigidfieru nc-siRNA-
behandelten Kontrollzellen (100 %).
B) Das Invasionsexperiment vBatenin- und LRP5-Knockdown-hMSC wurde flnfatageransfektion
fur die Dauer von 48 Stunden im Vergleich zuctietransfizierten Kontrollzellen durchgefiihrtaund
Tag 7 nach Transfektion ausgewertet.

E.1.3 Analyse der Funktion v@yclin D1 und MMMPiImhMSC

Um zu uberprufen, inwiefern die Anderungen itaregll@hanotyp, die sowohl nach Aktivierung
als auch im Zuge einer Inhibition des V@afenin-Signalweges beobachtet wurden, mit dem
Expressionsniveau der beiden Wnt-Zielgene Cyatid BMIT1-MMP assoziiert werden konnen,
wurde ein siRNA-vermittelter Knockdown von beikteneR durchgefihrt. Abb. E-16 zeigt die

Knockdown-Effizienz der eingesetzten siRNAs adfEb&N Uber einen Zeitraum von sieben

Tagen nach Transfektion.
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Abb.E1& Knockdowron Cyclin D1 und
MT:MMP in hMSC.

Die nach siRNA-Transfektion verbliebenen
mRNA-Level von Cyclin D1 und MT1-MMP
wurden mittels qRT-PCR einen, drei und
sieben Tage nach Transfektion bestimmt und
mit demjenigen in nc-siRNA-transfizierten
Kontrollzellen (100 %) verglichen.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01.



Zudem konnte die verminderte Expression in l@dideraéch auf Proteinebene bestétigt werden
(Abb. E-17).

A B
Tag Tag3 Tag7
| I 1T | MT1-
nc Cd1 nc CD1 nc CD1 e MMP
50— B-Actin(42 kDa) Py  MT1-MMP (58 kDa)
37— CyclinD1(35 kDa) w wmegme B-Actin (42 kDa)

Abb. EEII'7Z Nachweisiele RBduktioio nvom rCgslinirD D 1un«<MIIPL afif PPoteaiebleaee nagbh Traastéktivondaer
entsprechenden siRNAhMS8E®ISC.

Mittels Western Blot-Analyse wurden die Protémtev€yclin D1 und MT1-MMP nach Transfektion der
entsprechenden siRNAs bestimmt. Als Auftragkkdigrae -Actin (42 kDa).

A) Die Analyse des Knockdowns von Cyclin D& erfdkgtlysaten vom Tag 1, 3 und 7 nach Transfekti
der Cyclin D1-siRNA.

B) Die Analyse des Knockdowns von MT1-MMPiaridtilesaten vom Tag 3 nach Transfektion.

Die beiden folgenden Experimente zeigten eingieetigZusammenhang zwischen der hMSC-
Proliferation und der Cyclin D1-Expression éma@&ie der Invasion und der MT1-MMP-
Expression andererseits. In den jeweiligen \ferséiden wurde die Expression von Cyclin D1
bzw. MT1-MMP mittels siRNA-Transfektion redumedaraufhin die Proliferation bzw. das
Invasionsverhalten der Zellen untersucht.

Der Cyclin D1-Knockdown flihrte zu einer VerriggenuRroliferation (Abb. E-18A), wahrend der
MT1-MMP-Knockdown die Invasionsfahigkeit red(&dyié=-18B).

Dass die in nicht-transfizierten hMSC durch Waod8a-LiCl-vermittelte Steigerung der Proli-
feration bzw. der Invasion in den Knockdown-dielhemehr hervorzurufen war, deutet zudem

auf die Wichtigkeit der Zielgene Cyclin D1 fBraiteration (Abb. E-18A) und MT1-MMP fir die
Invasivitat (Abb. E-18B) hin.

120 LA N nc-siRNA 140 1B B nc-siRNA
[ CyclinD1-siRNA [ MT1-MMP-siRNA
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Kontrolle 150 ng/ml Wnt3a 1 mM LiCl

Kontrolle 150 ng/m| Wnt3a 4 mM LiCl

Abb. E1& Proliferationvonr@yclim KnockdowiZellen sowie Invasionsverhalten von MNIEBKnock-
downZellematb WihtGeund LiGBtimulation.

Die Proliferation bzw. das Invasionsvermdégen olon 0y bzw. MT1-MMP-siRNA-transfizierten hMSC

wurde mittels des CyQuant-Assay bzw. TransweetisSystersucht und mit den Effekten einer zusgtzlic

Whnt3a- (150 ng/ml) bzw. LiC-Stimulation (1 mMggamniach Transfektion verglichen.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD einest¥imikizes. *P<0,05 **P<0,01.

A) Die Proliferation der Cyclin D1-Knockdown-ielide im Vergleich zu den nc-siRNA transfizierten
Zellen (100 %) analysiert.

B) Die Invasivitat von MT1-MMP-Knockdown-Zelds miiderjenigen der entsprechenden Kontrollzellen
verglichen.
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E2 WntRezeptoren in hMSC

Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse bezugliciitideon des Wnt -Signalweges deuten viele
Arbeiten darauf hin, dass zur Aktivierung desiddmeon WnttCatenin-Signalweges ein
ternarer Komplex aus Wnt-Ligand, Frizzled R¢Zegjannd den Korezeptoren LRP5 bzw. LRP6
gebildet werden muss. Allerdings gibt es bistagigen@Arbeit (Etheridge et al., 2004), die sich mi
dieser Thematik in hMSC beschéftigt hat, wotlee é&bmponenten unbericksichtigt blieben.
Deshalb wurde in diesem Teilprojekt der vorliedemeotionsarbeit erstmals die Expression
aller 10 bisher bekannten Fzds sowie die Rallspeiniellen Vertreters (Fzd8) und weitere Wnt-
Korezeptoren (LRP5, LRP6) sowie des Ligandent&kitcht.

E.2.1 Rolle von Frizzldtlezeptoren in hMSC

E.2.1.1 mRNAEXxpression von Fzds

Plasmid-DNA, die die entsprechende kodierendez Ssgueweiligen Rezeptors trug, wurde als
Positivkontrolle in die PCR eingesetzt. Derdatsgpeide standen fur Fzd7 sowie 8 nicht zur
Verfluigung.

Die Basal-Expression aller Fzds konnte auch iereivitallg festgestellt werden, wobei Fzd10
nur in sehr geringen Mengen detektiert wurde 2Raud 6 hingegen zeigten eine deutlich hohe-
re Expression, wahrend fur die Rezeptoren Ezd3,8und Fzd9 nur eine moderate Expression
festzustellen war (Abb. E-19).

Fzd1 (545bp) Fzd2 (359bp) Fzd3 (72bp)

700 -
500 -
100— [

Pos hMSC

Pos hMSC

Pos hMSC H,0

Fzd4 (72bp) Fzd5 (68bp) Fzd6 (800bp)

. 700 -
100 —
Pos hMSC

Fzd7 (68bp) Fzd8 (64bp) Fzd9 (106bp) Fzd10 (62bp)

100

100—

hMSC H,0 Pos hMSC Pos hMSC Hy0

Abb. EE19: Analyse des FEdpressionsprafilchMSC.

Der qualitative Nachweis der Fzd1-10-Expressigte arfittels RT-PCR aus revers transkribiert@& hMS
Total-RNA. Die PCR-Produkte wurden mittels Agjatekegphorese visualisiert. Im Falle von F2d4, 2

5, 6, 9 und Fzd10 konnte eine vektorielle PasitileaPos) in die PCR eingesetzt werden. &tis-Neg
kontrolle wurde anstelle der Proben-DNA 1 pl ésjué®) verwendet.
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E.2.1.2 Expression und Regulaiies (Rez 8ystney tBriz HadBiERiM S C

E.2.1.2.1Regulation der mRN&¢pressiowon Fzd8lurch den Wnht/CatenirSignalweg

Im Rahmen des Nachweises der Expression deetfdl§mdauch eine Transkript-Analyse nach
Wnt3a-Stimulation. Hierbei konnte klar eine Wiingigkeit der mRNA-Expression von Fzd8
beobachtet werden. Abb. E-20A zeigt die zeitglehBeduktion der mRNA-Expression von Fzd8,
die am ersten Tag ihren H6hepunkt fand.

Zudem konnte eine Induktion der mRNA-Expressibrd8onach-Catenin-Knockdown nach-
gewiesen werden (Abb. E-20B).

160 1 300
A I Kontrolle I nc-siRNA B
03 140 A [0 Wnt3a [ R-Catenin-siRNA
= 250 A
5 -
w120 A =
© c
a S 200 4
L>Ilj 100 4 2
o] S
e
N 80 A Q150 4
<
= =
2 60 x
9 £ 100 -
g «©
T 404 *% B
> i
s * 50 4
= ’l‘
0 T T T 0 T T
1 3 7 1 7
Zeit nach Beginn der Stimulation mit Wnt3a [Tage] Zeit nach der Transfektion [Tage]

Abb. mRNAEXxpressionsprafibn Fzd&achStimulatiormit Wnt3aund Knockdown vonCatenin.

Mittels gRT-PCR wurde das Fzd8-TranskriptnirgaMvimt3a stimulierten bzwCatenin-siRNA-transfi-

zierten hMSC bestimmt. Die Ergebnisse sind kétel&D eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01

A) mRNA-Expressionsprofil von Fzd8 am Tag I,r&aahdtimulation mit Wnt3a (150 ng/ml) im \&rglei
zu demjenigen in nicht-stimulierten Kontrollzellen.

B) mRNA-Expression von Fzd8 am Tag 1 und 7nsdektibrader-Catenin-siRNA im Vergleich zu
derjenigen in nc-siRNA-transfizierten Kontrailzelle

E.2.1.2.2Einfluss des Fzé&&ockdownauf Proliferation und Invasion

Um die Funktion von Fzd8 in hMSC néher zu urgersmalde die ausgewéhlte siRNA gegen
Fzd8 in hMSC transfiziert. Die 24 Stunden syHitantie Knockdown-Effizienz zeigte zunachst
nur einen Wert von ca. 60 % (Abb. E-21), woraufhinweite sSiRNA ausgewahlt und getestet
wurde, die allerdings ebenfalls nicht zu einemmehbhénockdown-Effekt auf mRNA-Ebene
fuhrte. Die gleichzeitige Transfektion beiderssteMi#kte hingegen eine markante Reduktion
der Fzd8-mRNA-Expression von etwa 97 % (Abb. E-21).

160

B nc-siRNA Abb.E21t Reduktion der mRN&«pres-
N - sion von Fzd8 durch dfsfekteioverver
schicldeee FZA@RNAS.

Durch gRT-PCR wurden die verschiedenen
Knockdown-Effizienzen der verwendeten

o0 | Fzd8-siRNAs einen Tag nach Transfektion
ermittelt.

60 N Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
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Nachdem durch Kotransfektion beider Fzd8-siRABok& Knockdown-Effizienz erreicht
worden war, wurden die Anderungen des hMSC-Pédmosyghtlich ihrer Proliferations- und

Invasionsfahigkeit untersucht.

Diese Experimente zeigten, dass die Zellteiemgsaah Knockdown von Fzd8 eindeutig

vermindert waren (Abb. E-22A), wohingegen dieeEAhEECM zu invadieren, leicht erhdht war
(Abb. E-22B).
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nc-siRNA Fzd8-siRNA nc-siRNA Fzd8-siRNA

Abb. Proliferatiossund Invasionsvermégen von R¢d8ekdowsZellen.

Das Proliferations- und Invasionsverhalten vorsiRS-transfizierten hMSC wurde entsprechend mit
dem CyQuant-Proliferations-Assay bzw. dem Tr8ysteell evaluiert.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD einestTAimdi&izes. **P<0,01.

A) hMSC-Proliferation am siebten Tag nach H¢A8Fs#Rsfektion im Vergleich zu den nc-siRNA-
transfizierten Kontrollzellen.

B) Die Untersuchung der Invasionsféahigkeit de¢rfem@®own-Zellen wurde am Tag 5 nach Transfektion
der entsprechenden siRNAs gestartet. Die Inassiotsr Knockdown-Zellen am Tag 7 nach
Transfektion sind in Relation zu denjenigen di&®MA-transfizierten Kontrollzellen dargestellt.

E.2.1.2.3Rolle von FzdarfdieWeiterleitung des Wnt&ignals

Um zu Uberprifen, ob der durch Wnt3a-Stimulasingktiptionell beeinflusste Rezeptor Fzd8
(Abb. E-20A) eine Rolle als Rezeptor fur denMgat3den spielt, wurden hMSC mit Fzd8-siRNA
transfiziert und sowohl am Tag 1 als auch 7 m¢A-$ransfektion mit Wnt3a (150 ng/ml)
stimuliert. Jeweils 24 Stunden spater erfolgieagiskriptquantifizierung.

Die Transfektion der Fzd8-siRNA mit gleich2altitga-Stimulation resultierte in einem dras-
tischen Riuckgang des mRNA-Expressionsniveaadigliels hoch % des Ausgangswertes
betrug (Abb. E-23). Die Knockdown-EffizienzeRdAfBbene unterschieden sich am ersten und
siebten Tag nach Transfektion nicht wesentliohgegen der Einfluss der Wnt3a-Stimulation zu
beiden Zeitpunkten unverandert erheblich warsDiafasich ableiten, dass die Wnt3a-vermit-
telte Reduktion der mRNA-Expression von Fzd8ngiabiod der An- bzw. Abwesenheit von
Fzd8 auf der Zelloberflache zu sein scheint.niatiehdgitte die hier beschriebene Reduktion der
Fzd8-mRNA-Expression am siebten Tag nach Tmnamgelkkzd8-siRNA nicht mehr in gleichem
MalRe moglich sein sollen, da zu diesem Zeitponmrktiezst von einer zumindest partiell redu-
zierten Oberflachenexpression von Fzd8 auszsgetiienexperimentell durch die Transfektion
induziert wurde.
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160

Abb. E2& Bestimmung der mRNA-
110 | — ExpressionvovorFZésiacichK Kockadalenwn
und gleichzeitiger Wnt®timulation.

Mittels gRT-PCR erfolgte der Nachweis der
100 1 MRNA-Kopien von Fzd8 einen und sieben
Tage nach Transfektion der Fzd8-siRNA und
80 1 einer 24-stiindige Stimulation mit Wnt3a
(150 ng/ml). Dargestellt sind die Expres-
* sionslevel am T4ag und 7 jeweils in
40 * Relation zur nicht-stimulierten, mit nc-
* siRNA-transfizierten Kontrollgruppe.

20 * Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines

m ﬁ Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.

120 A

60 -

Transkriptionelle Fzd8-Expression [%)]

0 T T

Inc—siF{NA deB—siRNA‘ ‘nc—siRNA Fzd8-siRNA |

Kontrolle + Whnt3a

Diese Aussage wurde zudem durch die mRNA-Cuangfides Wnt-Zielgens MT1-MMP
bekraftigt, die fir mit nc-siRNA bzw. Fzd8-siBhglizierten hMSC ein vergleichbares Muster
ergab (Abb. E-24). Diese Daten implizieren dméber dass An- oder Abwesenheit von Fzd8
keinen Einfluss auf die durch Wnt3a vermitteltesExm des Wnt-Zielgens hat. Schliel3lich
zeigen die Daten auch, dass die Reduktion déxpiadlionsniveaus nicht mit einer Vermin-
derung der MT1-MMP Expression einhergeht.

300 Abb.E24t Transkriptquantifizierung von
B Kontrolle MTEMMP inmititmesiRNA bzw. Fzd8-
050 | . i siRNA transfizierten hMSC mit und ohne

l Whnt3a Stimulation.

Mit Hilfe der gRT-PCR erfolgte die Bestim-
o mung der mRNA-Expression von MT1-MMP
150 am Tag 7 nach Fzd8-Knockdown, wobei die
Stimulation mit Wnt3a (150 ng/ml) am
- sechsten Tag nach Transfektion fir 24 Stun-
den durchgefuihrt wurde. Die Daten sind in
Relation zur nicht-stimulierten mit nc-
SiRNA transfizierten Kontrollgruppe darge-
stellt.
° T T Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
eSS S R Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01.

200 A

50 1

Transkriptionelle MT1-MMP-Expression [%]

In &hnlicher Weise deutet das nachfolgende Iseapiemment darauf hin, dass der Rezeptor
Fzd8 nicht selbst als Interaktionspartner furigeemdén Wnt3a fungiert. Die Invasion durch
hECM wurde wiederum im Transwell-System zwisaomeftinfflen und siebten Tag nach
Transfektion der Fzd8-siRNA untersucht. Deratizgern® hMSC wurden vergleichend mit nc-
SsiRNA transfizierten hMSC mit bzw. ohne Wnt3&iStewaluiert. Hierbei konnte die bereits
bekannte Induktion der Invasionsfahigkeit von ‘atimtRdierten hMSC reproduziert werden,
allerdings vollig unabhangig von der AnwesenéedesdKnockdowns von Fzd8 (Abb. E-25).
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0 Abb. 2% Invasion von hMSC nach
l — Knockdown von Fzd8 und gleichzeitiger

300 A

Whnt3aStimulation.

250 1 Die fur die Untersuchung der Invasion durch
*k hECM im Transwell-System eingesetzten
200 A —L

Zellen wurden funf Tage zuvor mit Fzd8-
siRNA transfiziert und mit 150 ng/ml Wnt3a
150 stimuliert. Dargestellt sind die Daten in
Relation zur mit nc-siRNA transfizierten,
nicht-stimulierten Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01.

100 A

Invasion relativ zur Kontrolle [%]

50 A

0 T T
nc-siRNA Fzd8-siRNA

Um die bisher erhaltenen Resultate in einen gré@ereext zu stellen und der Frage naher zu
kommen, ob Fzd8 an der Weiterleitung des Wnta&s-Bigieiligt ist, wurden noch Kotrans-
fektionsexperimente durchgefuhrt. Zu diesem Zwelk die SiRNA gegen Fzd8 zusammen mit
derjenigen gegen die Korezeptoren LRP5 odeahBfRGett. Sechs Tage spater wurden derartig
transfizierte Zellen 24 Stunden lang mit Wnt3alistitrund im Anschluss daran erfolgte eine
Quantifizierung der Transkriptmengen des Wnngi€lgdin D1 (Abb. E-26).

Auch diese Daten deuten darauf hin, dass Fzd@&ptofRemplex, der fur die Weiterleitung des
Wnt3a-Signals entscheidend ist, keine Rolle lea spieeint. So war die Erhéhung der mRNA-
Expression von Cyclin D1 nach Wnt3a-Stimulatien Kontrollzellen eindeutig zu beobachten,
und die Induktion bei Kotransfektion mit der LRR8&-&benfalls noch klar feststellbar.
Interessanterweise war bei Kotransfektion miRBBFiRNA kein Anstieg der mRNA-Expression
von Cyclin D1 feststellbar.

schiedenen siRNAs transfiziert worden

waren. Einen Tag vor Beendigung des Expe-

rimentes wurde mit 150 ng/ml Wnt3a

stimuliert. Dargestellt sind alle Daten in
Abhéngigkeit von der mit nc-siRNA trans-

e ne-sIRNA LRPESRNA +  LRPBSRNA + fizierten aber nicht stimulierten Kontroll-

Fzd8-siRNA Fzd8-siRNA gruppe (100 %).
Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.

100 A

50 4

350 p—m— Abb. E2& Nachweis der mRN&pres-
= . e sion vom @atim ihNSAS QachcA ransns
5 =00 fektion der FzdS8iRNA in Komistiation
g J: mit derjenigen gegen LRP5 oder LRP6
g =0 . und gleichzeitiger Wnt®timuétiom.
5 200/ Mittels qRT-PCR erfolgte die Bestimmung
é der mRNA-Expression von Cyclin D1 in
O 150 1 hMSC, die sieben Tage zuvor mit den ver-
s
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E.2.2 RollexamiRP6 und DKk-

Die im vorangegangenen Ergebnisteil beschrielterseiddong der Expression von Frizzled-
Rezeptoren in hMSC erweiterte bereits durchaWisten Uber die mogliche Beteiligung
einzelner Rezeptorkomponenten an der Wnt3a-Sigglatae an der Zelloberflache. Um eine
Aussage Uber weitere in diesem Prozess wicktigr, laiteratur bekannte Rezeptoren treffen zu
kénnen, wurde nun die basale und Wnt3a-assdzipréssion von LRP6 in hMSC detaillierter
untersucht. Zudem wurden auch die Effekte eimendenten LRP6-Expression nach Stimulation
mit Dkk-1, einem naturlichen Antagonisten des-Gat#nin-Signalweges, evaluiert.

E.2.2.1 mRNA-und ProteinexpressioamvbRR&P6

Zunachst konnte der Nachweis der Expression &onittd&®semiquantitativer RT-PCR erbracht
werden (Abb. E-27).

H,0 hMSC

Abb. EE2Z7: Expressionorn b RRE thihMEBRA.

Das PCR-Produkt mit der GréRe von 63 bp istHedidliestansatz
und nicht in der Negativkontrolle nachweisbaar HQistatt der

jeweiligen cDNA eingesetzt wurde.
100bp —

Daruber hinaus erfolgte eine Quantifizierung aeskiiptmengen mittels gRT-PCR. Hierbei
wurden cDNAs von Zellen eingesetzt, die Ubefatreumm von drei Tagen mit 150 ng/ml Wnt3a

stimuliert worden waren. Die Auswertung (Abb.dfg28) dass die Basalexpression von LRP6
durch Wnt3a deutlich induziert wird.

500

= Abb. E28& mRNAEXxpressionsprofil von
i LRP6 in hMSC mibaiiodhroenStititatitation
400 - mit Wnt3a.

hMSC wurden Uber einen Zeitraum von drei
i . Tagen mit Wnt3a (150 ng/ml) stimuliert.
Danach erfolgte mittels gqRT-PCR die Quan-

Transkriptionelle LRP6-Expression [%]

tifizierung der Transkriptmengen von LRP6
200 1 im Vergleich zu nicht stimulierten Kontroll-
zellen (100 %).
Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
) i ' Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.
0

1 3
Zeit nach Beginn der Stimulation mit 150 ng/ml Wnt3a
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E.2.2.2 Einfluss dedsRFakockadiovnssaaud fA? odiiée sdioanumad] hressso n

Zur Klarung der Rolle von LRP6 in hMSC, wurddretspezifische siRNA entworfen. Die
Knockdown-Effizienz wurde wiederum mittels gRUbB@RIft (Abb. E-29). Die hochste Effi-

zienz konnte hierbei am ersten Tag nach Trandfekbachtet werden und belief sich auf etwa
65 %.

160

R —— Abb. Nachweis desRF@RAock-

140 =1 LRPE-siRNA dowrsin hMSC auf mRNZbene.

120 Dargestellt ist die jeweilige transkriptionelle
T Restexpression von LRP6 am ersten, dritten
g 100 1 und siebten Tag nach Transfektion der LRP6-
Fi siRNA im Vergleich zu nc-siRNA-trans-
g 201 fizierten Zellen.
& Die Ergebnisse sind Mittelwerte = SD eines
& % Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01.

40 *k o

20 A ﬂ ’_T_‘

0 T T T

1 3 7

Zeit nach der Transfektion [Tage]

Wie auch bei den anderen in dieser Arbeit beswmiesiRNA-Transfektionsexperimenten
erfolgte eine Uberprifung der Proliferation undnslasionsfahigkeit der LRP6-Knockdown-
Zellen.

Hierbei konnte im Vergleich zu den mit nc-siRiAiZieaten Kontrollzellen nach LRP6-siRNA-
Transfektion eine gesteigerte Proliferationsitibigbleachtet werden (Abb. E-30A).

In gleicher Weise war auch die Invasivitat deKbhB&@lown-Zellen erhdht (Abb. E-30B)

250
A I nc-siRNA B
120 [ LRP6-siRNA

*
I = E 01 [
150 -

100 A T

n
o
o

100

Proliferation [%]

80

Invasion relativ zur Kontrolle [%]

50 A
60

T T T
3 7 nc-siRNA LRP6-siRNA

Zeit nach der Transfektion [Tage]

Abb. Proliferationsund Invasionsvermégen von hMSC nach KnockdouRiPgon L

Die Darstellung der Proliferations- bzw. Invaseganson LRP6-Knockdown-Zellen erfolgt im Verzéltni
nc-siRNA-Transfektion. Die Ergebnisse sind Métel88 eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05
A) Die Proliferation wurde mit Hilfe des CyQusaysf@n Tag 3 und 7 analysiert.

B) Die Invasionsfahigkeit wurde drei Tage nasfbkEiam flir einen Zeitraum von 48 Stunden inwEtans
System untersucht.
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E.2.2.3 Einfluss von LRP6 auf die ExpressioWntdiélgenem nchd
die Weiterleitung deWnt3aSignals

Auch im Falle des LRP6-Knockdowns wurde die mpiRRN#iaBxder Wnt-Zielgene Cyclin D1 und
MT1-MMP bestimmt. Entgegen den urspriinglichetukgemarzeigte sich hier allerdings eine
Induktion und keine Reduktion der mRNA-Expressionsh Cyclin D1 und MT1-MMP, die
unmittelbar 24 Stunden nach Transfektion auftchtiber einen Zeitraum von einer Woche
anhielt (Abb. E-31).

E—— Abb. EE3It Verdanderung der mRNA-
300 e ¢ Expressionsprofile von Cyclin D# und
I T 1-MMP MT2MMP nach Knockdown von LRP6 in
250 - * hMSC.
55 4 I Die Bestimmung des mRNA-Expressions-

verlaufs von Cyclin D1 und MT1-MMP

* *

- S erfolgte mittels qRT-PCR. Die Transkript-
mengen der Wnt-Zielgene in LRP6-Knock-

- down-Zellen im Vergleich zu den Kontroll-
zellen wurden am Tag 1, 5 und 7 nach

4 Transfektion der LRP6-siRNA verglichen.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines

. Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.
1 5

Transkriptionelle Expression [%]

T

7
Zeit nach Transfektion der LRP6-siRNA [Tage]

Im Folgenden wurde nun untersucht, ob die Indd&tidvint-Zielgen-Expression mit Beteiligung

von -Catenin erfolgte. Dazu wurde ein Experiment eliifotig bei dem die Expression der

Zielgene sieben Tage nach gemeinsamem Knockdov@atemin und LRP6 in hMSC evaluiert

wurde. Die erhobenen Daten wurden mit den Effekgéohen, die der einzelne Knockdown von
-Catenin- bzw. LRP6 jeweils alleine hervorrief.

Wie in Abb. E-32 zu sehen ist, zeigt der Venglkeddn flr dieses Experiment entscheidenden
Kontrollen einerseits eine Induktion der Zielgehekmockdown von LRP6 und andererseits eine
Expressionsreduktion nach Knockdown-Gatenin. Betrachtet man allerdings die Expression
der Wnt-Zielgene nach Kotransfektion beider sikiMAsine Induktion, sondern vielmehr noch
eine weitere geringflugige Expressionsreduktiengieich zu den Kontrollzellen zu beobachten.

300 _ Abb.E32 Expression der Whielgene

s nach Knockdown von-Catenin und

B nc-siRNA (&-Cat) LRP6, sowie nach Kotransfektion beider

L siRNAs in hMSC.

Durch gRT-PCR wurden die mRNA-Expres-

- sionslevel von Cyclin D1- und MT1-MMP in

hMSC am siebten Tag nach jeweiliger Einzel-

Transfektion der-Catenin- bzw. LRP6-

100 A siRNA sowie nach Kotransfektion beider

siRNAs bestimmt. Die Ergebnisse wurden je-

50 4 weils auf die entsprechende nc-siRNA-

transfizierte Kontrolle normiert.

G L L Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
CyclinD1 MT1-MMP Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.

250 A

200 A

—
)(-

150 A

Transkriptionelle Expression [%]
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Da die erzielten Resultate eine Beteiligung@®@atenin an der Induktion der Wnt-Zielgene nach
Knockdown von LRP6 nahelegte, wurde die ProteinmoengCatenin nach Knockdown von
LRP6 Uberprift. Die Western Blot-Analyse zeibe éiee deutliche Zunahme d€atenin-
Proteinmenge in LRP6-Knockdown-Zellen (Abb. E-33).

nc LRP6 Abb.E=ZX Western BloNachweis der-CateninProtein-
- expression in hMSC nach Knockdown vén LRP6.

Sieben Tage nach Transfektion der LRP6-siRN&A rexfbig
Lyse der Zellen die Detektion v@atenin in hMSC-Lysaten
mittels Western Blot. Zum Nachweis deatenin-Protein-
level (92 kDa) wurde ein spezifischer AntikGrpendet.

Als Auftragskontrolle dientéctin (42 kDa).

B-Catenin (92kDa)

B R (3-actin (42kDa)

Zur Klarung, ob die Anwesenheit von LRP6 wichtie fWWeiterleitung des von Wnt3a
vermittelten Signals ist, wurden LRP6-Knockddemziakichtlich ihrer Fahigkeit untersucht,
mit einer veranderten Zielgenexpression auf d&a-Btimulus zu reagieren. Zudem wurden
auch LRP5-Knockdown-Zellen und hMSC, die einasf&ktion mit LRP5- und LRP6-siRNA
unterzogen wurden, ebenfalls sechs Tage nactkiioansfit 150 ng/ml Wnt3a behandelt und
die mMRNA-Expression von Cyclin D1 am Tag 7ranalysie

Im Vergleich zu den nc-Kontrollen, bei denen\WWmt8a eine Induktion der mRNA-Expression
von Cyclin D1 hervorgerufen wurde, war in denKnR&&gdown-Zellen nach Stimulation mit
Wnt3a keine Erh6hung mehr zu beobachten (Abblnkf34)e der LRP6-Knockdown-Zellen war
die Wnt3a-vermittelte Erh6hung der Cyclin D1ipémskge allerdings in ahnlichem Mal3e wie
in den mit nc-siRNA transfizierten hMSC feststEliba weitere Zunahme war bei Kotransfektion
der beiden siRNAs gegen LRP5 und LRP6 nichtsaleén fAbb. E-34).

300 | Abb.EE34t Cyclin DIFranskriptlevel nach
= — o Knockdown von LRP5 und LRP6 jeweils
§ 250 _— alleine und in einem gemeinsamen An-
4 T satzobimeeunahhitivWhkt@aStimulation.
Q.
@ 200 i Durch gRT-PCR wurde die Cyclin D1-mRNA-
) T Expression in den verschiedenen Ansatzen
S 150 sieben Tage nach Transfektion bestimmt. Der
3 Wnt3a-Stimulus (150 ng/ml) erfolgte fir die
T 400 Dauer von 24 Stunden am sechsten Tag
g nach Transfektion. Dargestellt sind die
% ol Expressionslevel von Cyclin D1 in jedem Set
E jeweils in Relation zur nicht-stimulierten

. . . . . Kontrolle.
nc-siRNA  LRP5-siRNA  LRP6-siRNA LRP5-siRNA + Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
LREGSRNA Triplikat-Ansatzes. **P<0,01.
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E.2.2.4 Regulation der Expression voaDKk-

Neben Faktoren, die den W@ttenin-Signalweg aktivieren kdnnen, existiecenAzago-
nisten, welche sich inhibitorisch auf die Sigrsaltrgtion auswirken. Letztere kdnnen in zwei
Gruppen unterteilt werden, von denen die einere amgdnden binden und die anderen, wie
Dkk-1, die Rezeptoren blockieren. In unserer Rdogekwir uns auf die Expression und Funk-
tion von Dkk-1 in hMSC konzentriert.

Mittels gRT-PCR konnte zunachst eine deutlictexf@dasaion von Dkk-1 in hMSC auf mRNA-

Ebene nachgewiesen werden. Dartber hinaus wundedelieLiteratur beschriebene Wnt-

abhéngige Regulation der Dkk-1-Expression Ubdpadiit wurden sowohl cDNAs von hMSC

verwendet, die mit 150 ng/ml Wnt3a stimuliert wavdeen, als auch solche aus mit LRP6- bzw.
-Catenin-siRNA transfizierten hMSC.

Wie in Abb. E-35A dargestellt konnte eine gdst&gperession von Dkk-1 nach Stimulation mit

Wnt3a beobachtet werden.

Eine vergleichbare Erh6hung zeigte sich auchRi&Khockdown, wéahrend die Dkk-1-Expres-

sion nach Knockdown vegatenin tendenziell reduziert war (Abb. E-35B).

250 A 350 B
— I Kontrolle . %
X [ Wnt3a R 300
*

=4 c
S 200 4 S
@ g 250
(=% Q
x x
w ] 1]
H 150 « 200
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X
3 fa}
(0] o 150
3 100 4 @
S S T
2 B 100
2 =
G 50 o T
=4
© g 50
= [

0 0 T T T T
3 7 nc-siRNA LRP6-siRNA nc-siRNA  R-Cat-siRNA

Zeit nach Zugabe von 150 ng/ml Wnt3a [Tage]

Abb. BEE3%: Dkk1-Transkripte nach WntSsimulation sowie LRRfid -CateninRKnockdown.

Mittels gqRT-PCR wurde die mRNA-Expression voim D¢kt3a-stimulierten und Knockdown-Zellen er-

mittelt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SDTeipldsat-Ansatzes. *P<0,05.

A) Bestimmung der Dkk-1-Transkriptmengen dréel@a $age nach Stimulation mit 150 ng/ml Wnt3a.
Prozentual dargestellt ist die Dkk-1-Express@ils jeviRelation zur nicht stimulierten Kontrolle.

B) Sieben Tage nach Transfektion der LRP6-Gatenin-siRNA erfolgte die Bestimmung der Dkk-1
Transkriptmengen in Relation zur jeweiligen nk-si#isfizierten Kontrollgruppe.

E.2.2.5 Einfluss deStdtivlatadiomiDiRkk auf Parameter dérrit/Bignalweg#Aktivierung

Um den Einfluss von exogen zugegebenem Dkk-a ®iitdeCatenin-Signalweg zu untersu-
chen, wurden hMSC mit steigenden Mengen an rekderbibkk-1 stimuliert und die Bestim-
mung der Wnt-Zielgen-Expression als Mal3 fur dieigialwegs-Aktivierung herangezogen.
Abb. E-36 zeigt einen deutlichen transkriptiofdflekt von Dkk-1 auf das Zielgen MT1-MMP.
Demnach konnte mit 100 — 150 ng/ml Dkk-1 nach 2drsttindigen Inkubationszeit eine
verminderte Expression beobachtet werden (AbB), Ed&6 sich allerdings nach einer
einwéchigen Inkubationszeit eher in eine SteigdemgnRNA-Expression von MT1-MMP

veranderte (Abb. E-36B). Die Expression vorDCyelm zu keinem Messzeitpunkt merklich
verandert.
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Abb. EEB& Wnt-ZielgerExpression na&hinfulktiom wam HWSC mitt Dk

hMSC wurden einen bzw. sieben Tage mit Dkk-20(@g/ril) stimuliert und die mRNA-Expression von
Cyclin D1 und MT1-MMP mittels gRT-PCR analysi@grtNvurde auf nicht-stimulierte Kontrollzellen.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD einestT&imikizes. *P<0,05.

A) Cyclin D1- und MT1-MMP-Transkripte am TagBegaohder Dkk-1-Stimulation.

B) Cyclin D1- und MT1-MMP-Transkripte am TagBégawchder Dkk-1-Stimulation.

Daruber hinaus wurden auch die Proliferationsthuasionsfahigkeit der Zellen nach sieben-
tagiger Stimulation mit Dkk-1 untersucht. Hieobetd&k sowohl eine leichte Reduktion der Pro-
liferations- (Abb. E-37A) als auch der InvasigksitifAbb. E-37B) beobachtet werden, die beide
von der Dkk-1-Dosis abhangig waren. Interessagereigte sich bei diesen Untersuchungen
eine Aufhebung des genannten Effektes bei hoklkereiiKbBnzentrationen.

A B
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Invasion relativ zur Kontrolle [%]

T T
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Abb =37 Proliferation und Invasidihigkéjvon hMSC unt&tigtutatiatiomitrilidikk

Das Proliferations- und Invasionsverhalten vdpkkait stimulierten hMSC wurde entsprechend mit dem

CyQuant-Proliferations-Assay bzw. dem Transteet-Syauiert.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD einestTAimikizes. *P<0,05.

A) Prozentual dargestellt sind die Effekte dartagigen Behandlung von hMSC mit steigenden Dkk-1-
Mengen (0, 50, 150 und 300 ng/ml) im Vergleihtzatimulierten Kontrollzellen.

B) Steigende Mengen Dkk-1 (50 — 300 ng/ml) wimgkesetzt, um die Invasionsfahigkeit tber einen
Zeitraum von 48 Stunden zu untersuchen. Norméefolgée Uber nicht stimulierte Kontrollzellen.
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E.2.2.6 EinflusstienStimulation mit Dkk-auf die Wn#ZielgerExpression bei

gleichzeitigem Knockdown wétPIGRP6

Mit dem Ziel, herauszufinden, ob die beobachifetde Bach Stimulation mit Dkk-1 auf einer
Bindung von Dkk-1 an LRP6 beruhen, wurden LRRBWnNn&ellen mit einem neutrali-
sierenden Antikérper gegen Dkk-1 inkubiert undlie®eod die Expression der Wnt-Zielgene
Cyclin D1 und MT1-MMP gemessen.

Wie in Abb. E-38 dargestellt, ergab sich durchlidatibn des endogen exprimierten und in den
Zellkulturiberstand sezernierten Dkk-1 mittelBlaatl eine deutliche Induktion der Expression
von beiden Wnt-Zielgenen. Darlber hinaus konrderdre Knockdown von LRP6 induzierte
Expression von Cyclin D1 und MT1-MMP durch Zegjddk-d-neutralisierenden Antikdrpers
sogar noch verstéarkt werden (Abb. E-38). Diesaelhatg weist klar auf eine essentielle Rolle
von LRP6 fur die Bindung von Dkk-1 hin.
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LRP&-siRNA

Kontrolle

+ anti-Dkk-1

Abb.E=3® Bestimmung der Widielgen-
expression nach Knockdown von LRP6
und gleichzeitigemkobaliatmonit anti-
DKL,

Mit Hilfe der gRT-PCR erfolgte der Nachweis
der mRNA-Expressionen von Cyclin D1 und
MT1-MMP in mit nc- bzw. LRP6-siRNA
transfizierten hMSC. Drei Tage nach Trans-
fektion wurde die zwei Tage wahrende
Inkubation mit dem neutralisierenden anti-
Dkk-1-Antikorper (1,25 pg/ml) gestartet.
Dargestellt sind die Daten in Relation zur
nicht-stimulierten, mit nc-siRNA transfi-
zierten Kontrollgruppe.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01.
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EB Wnt/ -CatenirSignaltransduktionswagmMSC

Ein Groliteil der in humanen mesenchymalen Stamnizetthgefihrten Experimente zur
Untersuchung des WhntCatenin-Signalweges wurde im gleichen Zelltypemudrsprungs
wiederholt. Diese Experimente sollen der Vongeveitin viveStudien in der Maus dienen, die
zur Uberprifung der erhaltemewitroDaten in naher Zukunft geplant sind. Bei deigEvaty
des Whnt/-Catenin-Signalweges in mMSC wurde deshalb dikraBigauktionskaskade nach
gleichem Schema wie in hMSC zum einen aktivieanuatderen inhibiert.

E.3.1 Aktivierungsstudianittels Wnt3a und LiCl

E.3.1.1 Einflussauf -Catenirsowie auf Cyclin D1 und MIAP

Zur Aktivierung des Wnt-Signalweges wurden mMS@rsoitiedenen Mengen an rekombi-
namtem Wnt3a stimuliert und im Anschluss dar&noténmengen vonrCatenin untersucht.
Die Akkumulation desCatenin-Proteins im Cytoplasma wurde mit Hife lkenmmunoblots mit
Zelllysaten vom vierten Tag nach Beginn der \intB&t&®n nachgewiesen (Abb. E-39).

Tag 4 Abb.EE3% Nachweis der Induktion vor€atenin aehiSStmlatiton
K___Wnt3a mit Wnt3a.

" '
H«\ j -Catenin (92kDa) Die Effekte einer viertdgigen Stimulation von nmMISE0 ng/ml
Wnt3a auf den-Catenin-Proteingehalt wurden mittels semiquantita-

R . 2 tiver Western Blot-Analyse untersucht.

w [ -Actin (42kDa) Als Auftragskontrolle dientéctin (42 kDa).
Ferner wurden die mMRNA-Expressionsniveaus del§@ne Lyclin D1 und MT1-MMP evaluiert.
Hierbei konnte sowohl am Tag 1 als auch vermehagadneine dosisabhangige Induktion der
MRNA-Expression von Cyclin D1 infolge der Wni@&i8in beobachtet werden. Interessanter-
weise war bei einer Konzentration von 75 ng/mé \W&it8 Unterschied zu unstimulierten Kon-
trollzellen erkennbar (Abb. E-40A).
Die mRNA-Expression von MT1-MMP blieb dagegéingigabbn der eingesetzten Wnt3a-
Menge weitgehend unverandert (Abb. E-40B).
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Abb .E=4@ mRNAEXxpressionsprofibv@yclin D1 und MIMMPnaethStimuldaioonmii Win82ea.

hMSC wurden einen bzw. drei Tage mit Wnt3a (25,ng@ml) stimuliert und die mRNA-Expression von
Cyclin D1 und MT1-MMP mittels gRT-PCR bestimm#rtNaurde auf nicht-stimulierte Kontrollzellen.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD einest¥imikizes. *P<0,05 **P<0,01.

A) Cyclin D1-Transkripte am Tag 1 und 3 nachdgedivimt3a-Stimulation.

B) MT1-MMP-Transkripte am Tag 1 und 3 nach BedhmtIh-Stimulation

CyclinD1-Expression relativ zur Kontrolle [%]

MT1-MMP-Expression relativ zur Kontrolle [%]
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Die dreitagige Stimulation der Zellen mit LT §&\V) bewirkte eine leichte Erhéhung der Cyclin
D1-Transkripte (Abb. E-41A), wahrend die MT1-Atsieiite unverandert blieben (Abb. E-41B).
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mMSC wurden 3 Tage mit LiCl (2, 4, 10 mM) dtinmaliedie mRNA-Expressionslevel von Cyclin D1 und
MT1-MMP mittels gqRT-PCR untersucht. Als Kordietien mit den jeweiligen NaCl-Konzentrationen

behandelte mMSC (100 %). Die Ergebnisse singitéttelSD eines Triplikat-Ansatzes.
A) mRNA-Expressionsmuster von Cyclin D1.
B) mRNA-Expressionsmuster von MT1-MMP.

E.3.1.2 Einfluss autdsRroliferatiopgedihlénn

Zur Untersuchung der mMSC Proliferation nach-@éthin-Signalweg-Aktivierung wurden

mMSC mit steigenden Mengen an Wnt3a bzw. Lilidrstimd vier Tage spater das Wachstums-
verhalten analysiert. Hierbei zeigte sich eisaltdsigige Steigerung der Zellproliferation bis zu
einer Wnt3a-Konzentration von 40 ng/ml. Hoherertiatibnen hingegen bewirkten keinen

weiteren proliferationsfordernden Effekt (AbBAE-42
Die Stimulation mit bis zu 10 mM LIiCl hatte k&grafikanten Einfluss auf die Zellteilungsrate,
wahrend hohere Mengen (40 mM) die ProliferationM8& sehr deutlich verminderten (Abb. E-

42B).
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Die Proliferation von mMSC wurde vier Tage nauh dedsStimulation mit Wnt3a und LiCl analysiért u

mit derjenigen unstimulierter bzw. NaCl-stimuli€oterollzellen verglichen.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD einest¥&imikizes. **P<0,01.

A) Proliferationsverhalten von mMSC in Abhangagksteigenden Wnt3a-Konzentrationen (0-250 .ng/ml)
B) Proliferationsverhalten von mMSC in Abhangigksieigenden LiCl-Konzentrationen (0,1-40 mM).
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E.3.1.3 Einfluss auf das Invasionsverhalten

Fur diese Experimente wurde der durchwegs augmifoarponenten bestehende Transwell-
Assay (D.2.3.9) zur Untersuchung der Invasi@egfabimaner mesenchymaler Stammzellen an
die Verwendung von Mauszellen angepasst. Derdeatspreurden mit Matrigel beschichtete
Membranen und Mausserum als Chemotaxin eingesetzt.

Bei Zugabe von Wnt3a liel3 sich keine erhohteit@tvesr mMSC beobachten, vielmehr war mit

steigenden Wnt3a-Konzentrationen bis zu 100 rig/abehmendes Invasionsvermogen zu
verzeichnen (Abb. E-43A).

Eine ahnliche Tendenz zeigte sich bei LiCl-kadmrertrvon 4 mM und 10 mM. Auch hier
fuhrte die Aktivierung des Wnt-Signalweges zwerngnderten Invasivitat (Abb. E-43B).
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Die Invasionsfahigkeit von mMSC durch Matriged wircHilfe eines Transwell-Systems Uber einen
Zeitraum von &tunden untersucht. Die Ergebnisse sind Mittedv@iteines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.
A) Invasivitat nach Stimulation mit Wnt3a (0 Ad/&fl) im Vergleich zu nicht-behandelten Kontewllze

B) Invasivitat nach Stimulation mit LiCl (0,.nM)0m Vergleich zu NaCl-behandelten Kontrallzellen
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E.3.2 Inhibitionsstudien

Aufgrund der erfolgreichen Strategie, den Waténin-Signalweg in humanen MSC mittels
RNAI gegen-Catenin und LRP5 zu blockieren, wurde dieseeNsngase auch auf mMSC Uber-
tragen.

E.3.2.1 Knockdown von-Catenin und LRP5

Zunachst wurden die siRNA-Sequenzen fur die Mansgéngleichem Schema wie fir die

humanen Zielgene ermittelt (Reynolds et al.,l#@DA)f ihre Effizienz getestet. Daflr wurden
die siRNAs gegeiCatenin bzw. LRP5 in mMSC transfiziert und 8érsgpéter die-Catenin-

bzw. LRP5-Transkriptmengen untersucht und imrRelatiden jeweiligen Kontrollen gesetzt.

Wahrend der-Catenin-Knockdown am Tag 2®&2nd nach vier Tagen nur noch 35 % betrug,
wurde im Falle des LRP5-Knockdowns eine detidich Eifizienz beobachtet (86 % am Tag 1
und 65 % am Tag 4) (Abb. E-44).

Abb. E44t Knockdownvon -Catenin
und LRP5 in mMSC.

Die Bestatigung desCatenin- und LRP5-
Knockdowns erfolgte Uber die Analyse der
Transkriptmengen mittels qRT-PCR unmit-
telbar einen und vier Tage nach Transfektion
der entsprechenden siRNAs.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.

Somit war der lang anhaltende Knockdown, dernteendmu mesenchymalen Stammzellen vor
allem im Fall vonCatenin erreicht wurde, im murinen Zelltyp deutlizer ausgepragt. Den-
noch konnte die Reduktion der mRNA-Transkriptmeengebatenin mit einer Verzégerung von
vier Tagen auch auf Proteinebene bestatigt wibte f:{45).

Tag 4
nc p-Cat Aith B4% Knockdowmon -Catenin auf Proteinebene.
S— B-Catenin (92 kDa) Die Reduktion desCatenin-Proteinlevels in mMSC konnte am Tag 4
- nach Transfektion derCatenin-siRNA Uber Western Blot-Analyse
| S 3-Actin (42 kDa) gezeigt werden. Als Proteinauftragskontrolle didatin (42 kDa).
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E.3.2.1.1Einfluss auf Cyclin D1 und \MINIP

Der Einfluss des Knockdowns \@atenin (Abb. E-46A) und LRP5 (Abb. E-46BliiIXOycd
MT1-MMP wurde ebenfalls Gber die Bestimmungrd&ripramengen dieser Gene untersucht. In
beiden Fallen konnte eine Reduktion der CycliRNDA-EBxpression beobachtet werden, wohin-
gegen die MT1-MMP-Expression weitgehend unverieldert

Abb =46 Wnt-ZielgerExpressionachétfrondidbavarem - Catenin und LRPS.

Die Cyclin D1- bzw. MT1-MMP-Transkripte wurdexyg dmufid 4 nach Transfektion d€atenin- bzw.
LRP5-siRNA mittels qRT-PCR bestimmt und migeleijeniit nc-siRNA transfizierten mMSC verglichen.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD einestTAimi&izes. *P<0,05.

A) mRNA-Expression von Cyclin D1 und MT1-MMRat&down von-Catenin.

B) mRNA-Expression von Cyclin D1 und MT1-MMRacadown von LRP5.

E.3.2.1.2EinflussaafdiEsProliferatiossund Invasionenditdien

Der Knockdown vorCatenin und LRP5 zeigte unterschiedliche Edffektd auf das Wachstum

der Zellen, als auch auf ihre Invasivitat. Se @@t RP5-Knockdown zu einer verminderten Zell-
teilungsrate, wahrend de€atenin-Knockdown keinen merklichen Effekt (ZdpteE-47A).
Entgegen den Erwartungen wurde nach KnockdowsCatenin eine zunehmende Invasivitat
der mMSC beobachtet (Abb. E-47B). Der LRP5-KnbeRdungegen keinen derartigen Effekt
auf die Invasion erkennen. In keinem der beitierergab sich ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen Test- und Kontrollgruppe.

Abb. 7 Proliferation und Invasinerveigerem - Catenin-bzw.LRPSKnockdowiZellen.

Das Proliferations- und Invasionsverhalten vonCatenin- und LRP5-siRNA transfizierten mMSC wurde
mittels des CyQuant-Proliferations-Assays bZWwanesell-Systems analysiert. Normiert wurde auit di
nc-siRNA transfizierte Kontrollgruppe. Die Esgesinid Mittelwerte + SD eines Triplikat-Ang&zeg5.

A) Proliferation vier Tage nach siRNA-Transfektion.

B) Invasivitat (gemessen fir die Dauer von 6r§tewde Tage nach siRNA-Transfektion.
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E.3.2.2 Knockdown von Cyclin D1: Einfluss aifrdigePativiera

Da die Stimulation von mMSC sowohl mit Wnt3ahlmalLiCl lediglich zu einer Induktion der
Cyclin D1-Transkriptlevel fihrte, wahrend die MPiEMpression unveréandert blieb, wurde zur
Klarung der Rolle von Cyclin D1 die ExpresserZei&s/klusproteins blockiert. Dazu wurde eine
spezifische siRNA gegen Cyclin D1 ausgewahlmmM&ahtransfiziert, wobei sich eine Knock-
down-Effizienz von 82 % ergab (Abb. E-48).

Abb.E4®& Nachweis des Cyclin-Rdoeckdowas
in mMSC.

Die Bestimmung der Knockdown-Effizienz der siRNA
gegen murines Cyclin D1 erfolgte mittels qRT-PCR
24 Stunden nach Transfektion im Vergleich zur nc-
siRNA-Transfektion.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD einestTriplika
Ansatzes.*P<0,05

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ab@lyen der durch Wnt3a-vermittelten gestei-
gerten Zellteilungsrate (Abb. 42A) der mMS@thstriliSo wurden drei Tage nach Transfektion
der Cyclin D1-siRNA die Zellen mit 50 ng/ml Win8&est, wahrend die Kontrollzellen unbe-
handelt blieben. 48 Stunden spater wurden dre lyslet und die Proliferation der Zellen ana-
lysiert. Abb. E-49 zeigt deutlich, dass der Kmnckalo Cyclin D1 das Wachstumsvermdgen der
mit Cyclin D1-siRNAtransfizierten Zellen eindgchrithklie Wachstumsinduktion - die fir ge-
wohnlich nach Stimulation mit Wnt3a beobachteewds@hn - nicht mehr in gleichem Mal3e
erfolgt.

Abb. 4% Proliferationsverhalten von
mMSC nach Knockdown von Cyclin D1
und Stinldtivormmiti \Writ3aa

Mittels des CyQuant-Assays wurde die
Proliferation von mMSC funf Tage nach
Transfektion der Cyclin D1-siRNA unter-
sucht. 48 Stunden zuvor wurden die Zellen
mit 50 ng/ml Wnt3a stimuliert, wohingegen
die Kontrollzellen unbehandelt blieben. Die
Normierung der Daten erfolgte Uber die
nicht-stimulierten, jedoch mit nc-siRNA-
transfizierten Kontrollzellen.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.
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E.3.2.3 Knockdown von MMMMP: Einfluss auf das Invasionsverhalten

Um zu klaren, ob es einen Zusammenhang zwiscivenndederten Invasionsfahigkeit von
mMmMSC und der reduzierten MT1-MMP-mRNA-ExpradsiStimalation mit Wnt3a gibt, wurde
die Expression von MT1-MMP in einem RNAI-bagisgttmblockiert.

Die Transfektion mit der MT1-MMP-spezifischenesd@idAeine um 76 % verminderte mRNA-
Expression von MT1-MMP (Abb. E-50A).

Auch auf Proteinebene wirkte sich der Knockdowndaussultierte nach zwei Tagen in einer
deutlich verminderten Proteinexpression von MTIAUYMHE-50B).

Abb. S Nacihweis des MMMPRKnockdowns auf mRNund Proteinebene.

Der Knockdown von MT1-MMP wurde auf mRNA-Eberle gqRift-PCR sowie auf Proteinebene mittels
Western Blot-Analyse nachgewiesen. Als Korgrdbe diit nc-siRNA transfizierte mMSC.
A) Knockdown-Effizienz der MT1-MMP-siRNA amatagrtamsfektion.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte = SD eitikatTAipsatzes.*P<0,05
B) Immunoblot des murinen MT1-MMP-Proteins (65T nach Transfektion.
Als Proteinauftragskontrolle diepfetin (42 kDa).

Um die Bedeutung von MT1-MMP fir die Invasioksitahomn mMSC zu untersuchen, wurden
MT1-MMP-Knockdown-Zellen im Transwell-Systenetgetebei sich eine signifikant vermin-
derte Invasionsfahigkeit zeigte (Abb. E-51).

Abb.EST: Invasionsiigkeit venMSC
mit MTIMMPRKnockdown.

Mit Hilfe des Transwell-Systems wurde die
Invasionsfahigkeit von mMSC zwei Tage
nach Transfektion der MT1-MMP-siRNA fir
die Dauer von 6 Stunden getestet.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes.*P<0,05
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E.3.3 FrizzledRezeptoExpression in mMSC

Analog zu den Untersuchungen in hMSC erfolg&nnieneiner weiteren Vergleichsmaglichkeit -
die Analyse der Fzd-Expression auch in mMSC.

Die in Abb. B-52 dargestellten Daten zeigen tlenAwrhg der PCR-Produkte im DNA-Agarose-
gel mit entsprechender Positivkontrolle im Faflzddn 2, 3, 4, 5, 6 und 10. Hierbei handelte es
sich um Plasmide, welche die jeweiligen Fzd-8eaduagen und unter gleichen Bedingungen in
die PCR eingesetzt wurden. Fir die Detektiod %08, Bzund 10 wurde das UPL-Sonden-System
der Firma Roche verwendet. Auch diese PCR-Aenplifilan auf ein Agarosegel aufgetragen
und elektrophoretisch aufgetrennt. Eine AussagdigiBxpression von Fzd10 kann nur bedingt
getroffen werden, da neben dem spezifischenrmuds@ezifisches Signal detektiert wurde.

Alle anderen Rezeptoren wurden mittels semigugentiRl -PCR nachgewiesen, wenn auch mit
unterschiedlichen Expressionsniveaus. So wienvibimgjen die Expression von Fzdl, 2 und Fzd6
im Vergleich zu den anderen deutlich héher.

Abb. Nachweis der Expression von-E@iit- miiSC.

Der qualitative Nachweis der Fzd-Expression inari@€ mittels RT-PCR. Hierzu wurde Gesamt-RNA
von mMSC revers transkribiert und die Expresskrd¥el0 untersucht. Die PCR-Produkte wurdds mitte
Agarosegel-Elektrophorese visualisiert.

Im Falle von Fzdl, 2, 3, 4, 5, 6 und Fzd10 koantekéorielle Positivkontrolle (Pos) in dieifrfeRetzt
werden. Dies war bei Fzd7, 8 und 9 nicht détg=sikgativkontrolle wurde anstelle der Probed-PNA
Agua dest. (B1) verwendet.
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E.3.4 Tcf/LefReporterAnalysen

Die Tatsache, dass Wnt-Zielgene Tcf/Lef-Bindlengssteerhalb ihrer Promotorsequenzen
tragen, ist die Grundlage dieses ReportersystemnsicD erfolgt die Expression der Gaussia-
Luciferase nur nach Translokation y@atenin in den Kern der Reporterplasmid-tragei8@n

E.3.4.1 Klonierung eines Vektors zur Anal3atenirabhangigeReporteiExpression

Das Plasmid pcDNAS.]pM@PGLuc wurde aus insgesamt drei Vektoren hepestél-53).
Aus dem Vektor SUPER8STOP, der die Luciferaselko8eguenz unter der Kontrolle des
minimalen Promotors pIAnit 8 aufeinander folgenden Tcf/Lef-Bindungssteltgt, wurde
zunachst die Luciferase-Sequenz (3051 bp Irskhpl@ektor) mittels Restriktionsverdau durch
BamH und Hindll entfernt. Die gleichen Restriktionsenzymennawndé zur Praparation der
Gaussia-Luciferase-Sequenz (608 bp) aus dem siGMedBar verwendet, was eine Ligation in
das Vektorriickgrat des SUPER8TOP Uber die padéarileden mdglich machte. Da dieser
Vektor allerdings keine kodierende Sequenz fiknéhietika-Resistenz in Eukaryontenzellen
trug, wurde ein letzter Klonierungsschritt volizadjerfir wurde mittels einer PCR der DNA-
Abschnitt mit der Sequenz fir de@atenin-abhangigen minimalen Promotor inklusive de
dahinter liegenden Gaussia-Luciferase amplifinteef,an die Enden Schnittstelleivifér und
Hindll angehangt wurden. Dieser so generierte DNWAibsarde dann an der Stelle, wo
vorher die kodierende Sequenz fur den CMV-Priagatodas Ruckgrat des kauflich zu erwer-
benden pcDNAS.1-Vektors eingebracht.

Abb. Schematische Darstellungideni€rigruopgRiBAR REA®PGLuc.

A) Dargestellung der beiden AusgangsvektorenKlomiérung pSUPER8TOP und pGLuc-Basic.

Zunachst wurde die kodierende Sequenz dsia&auaierase mittdtindll undBamH Restriktions-
verdau aus dem pGLucBasic Vektor entfernt und iadec SUPER8TOP Vektor eingebracht, aus dem
zuvor die kodierende Sequenz fir die nicht-seedrnferase entfernt worden war.

B) Darstellung der mittels PCR amplifiziertem3egisedem in A) entstandenen Plasmid mit den
eingeflgten RestriktionsenzymschnittskéteundHindll.
C) Vektorkarte des entstandenen Plasmids pcDA/AIRGLuc.
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E.3.4.2 Stabile Transfektion von mMS G oiNARIRERTOPGLuUcC

Zum Reportergen-basierten Nachweis der Transle@ati€Catenin in den Nukleus von mMSC,
war eine stabile Transfektion mit dem ReportedotafdNA3. 1pJAOPGLuc notwendig. mMSC
wurden hierfur wie unter D.2.3.7 beschriebenziemsEinen Tag nach Transfektion wurden die
Zellen einem 21-tagigen Antibiotika-Selektionsdusglesetzt, der nur das Uberleben solcher
Zellen ermoglichen sollte, die das Plasmid rstédvg igenomische DNA integriert hatten. Als
Kontrolle dienten nicht-transfizierte mMSC, didamigleichen Neomycinkonzentration behan-
delt wurden und diesem Selektionsdruck nichtisigerdh

Induzierbarkeit der Gaimlsuxiferasé=xpression in ReporftaMSC

Die so generierten stabil transfizierten Zellpor{@&@emMSC) wurden in einem nachsten Schritt
neu ausgesat und mit steigenden Mengen von Wmi3izest Zwei Tage spater wurde der Zell-

kulturtiberstand hinsichtlich der Gaussia-Lucifdtagigat getestet.

Wie in Abb. E-54 dargestellt, ergab die Anabrsel@isabhangigen Anstieg der Luciferase-Akti-
vitat, die auf eine vermehrte Translokation-Gatenin in den Kern zuriickzufuhren ist.

Abb.ES4t Gaussid-uciferasdexpression
in ReportemMSC.

Bestimmung der Gaussia-Luciferase-Aktivi-
tat in Zellkulturiberstanden von mMSC, die
48 Stunden mit Wnt3a (0 — 150 ng/ml)
stimuliert worden wareRelative light units
(RLU) wurden auf die Gesamtproteinmenge
in jedem Ansatz normiert und in Relation
zur nicht-stimulierten Kontrolle dargestellt.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.

In einem gleichartig konzipierten Versuchansatenwdie Reporter-mMSC mit LiCl stimuliert
und die Gaussia-Luciferase-Aktivitat im Zellkdtstéand bestimmt. Hierbei konnten die hdchs-
ten Werte bei einer LiCl-Konzentration von 10 aoffddbeet werden (Abb. E-55).

Abb.ESE Gaussid-uciferasd&Expression
in Zellkulturiiberstédnden L#fimulierter
ReporterMSC.

In einem Uber zwei Tage konditioniertem
Zellkulturuberstand von stabil transfizierten
mMSC wurde die Aktivitat der Gaussia-
Luciferase luminometrisch ermittelt. Die
RLU-Werte wurden auf die Gesamtprotein-
menge in jedem Ansatz normiert und in
Relation zur nicht-stimulierten Kontrolle
dargestellt.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01.
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EinflussxemSerumauf die Gaussiaiciferasé&xpression

In diesem Ansatz sollten einzelne Komponentérkubationsmedien dahingehend Uberprift
werden, ob sie den WrBatenin-Signalweg beeinflussen. Hierflir wurderidRepMSC fir die
Dauer von 48 Stunden in verschiedenen Medierrinkabi anschlie3end die Gaussia-Luci-
ferase-Aktivitat im Zellkulturiiberstand quantifixierglichen wurden das mMSC-Kultivierungs-
medium IMDM, das 10 % fotales Rinderserum GadPi€rdeserum enthalt, mit Serum-freiem
DMEM und einer 1:1 Mischung der beiden Mediem. Wutee DMEM getestet, das nfit 1
Nutridoma supplementiert worden war.

Abb. E-56 zeigt deutlich eine im Serum-AnteMB®4-Mediums zu vermutende Inhibition der
Reportergenaktivitat, welche partiell durch Aldswerddes Serums mit DMEM-Medium aufge-
hoben werden konnte.

Abb. EB& Gaussid-uciferaséktivitat
im Zellkulturiberstandaclacmkubxatianion
von mMSC miuterschiedenen Medien.

Nach einer zweitdgigen Inkubation in den
unterschiedlichen Medien

(DMEM s-f, DMEM-N, IMDM) wurden die
Uberstande hinsichtlich der Gaussia-Lucife-
rase-Aktivitdt analysiert. Bei der Kombina-
tion der beiden Medien erfolgte eine
Mischung im Verhaltnis 1:1.

RLU wurden auf die Gesamtproteinmenge in
jedem Ansatz normiert.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. **P<0,01. Abkirzungen:
N= Nutridoma, s-f = Serum-frei

Analyse der-Catenirabhangigen Expression den<Sslissiferase nach

Knockdowron -Catenin und LRP5

Zusatzlich zu den Stimulationsexperimenten, in dere Induktion der Gaussia-Luciferase-
Expression infolge einer vermehrten TranslolatiorCatenin in den Nukleus nachgewiesen
wurde, sind Knockdown-Experimente durchgefihrenwohzu wurden Reporter-mMSC
transient mit SIRNAs gegen verschiedene Kompalesnént-Signalweges transfiziert.

Der Knockdown vorCatenin ergab eine verminderte Gaussia-LucEgpasssion, was auf eine
intrinsische Basalaktivitat des Wnt-Signalwegdie8snhasst.

Ein vergleichbarer Effekt war nach TransfektisiRN& gegen den Wnt-Korezeptor LRP5 fest-
stellbar (Abb. E-57).

Abb. E57: Bestimmumg der Gauwssia-
lweiferase=xpression nach Knockdown
von -Catenin und LRPS5.
Reporter-mMSC wurden mit siRNAs gegen
-Catenin bzw. LRP5 transfiziert. Zwei Tage
spater erfolgte die Bestimmung der Gaussia-
Luciferase-Aktivitat im Zellkulturiberstand.
RLU wurden jeweils auf die Gesamtprotein-
menge in jedem Ansatz normiert und in Re-
lation zur nc-siRNA-transfizierten Kontrolle
dargestellt.
Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01.
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E.3.4.3 Verifizierunghar Witz ffektehims sshitlit bibe r Exqmesssi omommn
Cyclin D1 und MFMMP

Um die von hMSC abweichenden Daten bezuglich ldeiMMEielgenexpression und der
Invasivitat von mMSC nach Wnt3a-Stimulation zueerh&urden Reporter-mMSC eingesetzt.
Sie wurden Uuber den Zeitraum von drei Tagenmmf&zem DMEM mit Wnt3a stimuliert. Diese
Umstellung auf Serum-freie Bedingungen erfolgieuadfder oben beschriebenen inhibitori-
schen Effekte des Serums auf die basale WnitAdeiviZellen. Da letztere unter diesen Bedin-
gungen héher war, musste auch eine héhere Kdiaehtat3a eingesetzt werden, um &hnliche
induzierende Wirkungen zu erhalten.

Nach zweitagiger Stimulation mit 150 ng/ml Wnt3admaAktivierung des Wn€atenin-
Signalweges durch erhdhte Gaussia-LuciferagétAktind damit Translokation vefatenin

in den Zellkern — zu verifizieren. AnschlieRedernwdie Zellen lysiert und deren mRNA-Expres-
sionslevel von Cyclin D1 bzw. MT1-MMP bestimmt.

Wahrend Wnt3a eine mit der Gaussia-LuciferasgitAférallele Erhohung der Cyclin D1-Ex-
pression zeigte (Abb. E-58A), war auch in deteReptBC der Transkriptlevel von MT1MMP
deutlich erniedrigt (Abb. E-58B)

Abb. E5® Gaussid-ucitresseAktivitit und mRNExpression vo8yclinDilbzw. MTEMMP vonReporter-
mMShne und mit Wnt3&timulation.

Die luminometrische Bestimmung der Gaussia-ceelktizitdt sowie die Analyse der Wnt-Zielgen-
Expression mittels gRT-PCR erfolgte nach zwEltiagidation mit Wnt3a (150 ng/ml). Normiert vautie
nicht-stimulierte Kontrollzellen. Die Ergebmnissblgielwerte + SD eines Triplikat-Ansatze5P<0,

A) Gaussia-Luciferase-Aktivitatslevel und mRNaskExpron Cyclin D1.

B) Gaussia-Luciferase-Aktivitatslevel und mRNAskExprvon MT1-MMP.
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Zudem wurden Reporter-mMSC fir 48 Stunden mit pyatStmuliert und im Zellkulturiber-
stand die Gaussia-Luciferase-Aktivitat bestimmoh @ie erhdhte Gaussia-Luciferase-Aktivitat
(Abb. E-59) war die Translokation M@atenin indirekt nachzuweisen. Anschliel3end wiligden
Zellen in den Transwell-Assay eingesetzt undtéie BeStunden mit Wnt3a stimuliert. Wie in
Abb. E-59 dargestellt zeigte sich eine drastisederee Invasionsfahigkeit der Reporter-mMSC.
Dies steht im auffalligen Gegensatz zu den Bewigechin hMSC, deren Invasivitat nach Wnt3-
Stimulation deutlich erhéht war (siehe auch A)b. E-

Abb. E&%® Gaussid-uciferaseNktinviiit
bzw. Invasivitat von ReguneEmMSC
nach Stimulatiomit Wnt3a.

Nach zweitagier Pra-Stimulation mit Wnt3a
(0 — 150 ng/ml) wurde die Gaussia-Lucifera-
se-Aktivitat bestimmt.

Die gleichen Zellen wurden anschliel3end
unter Wnt3a-Stimulationsbedingungen hin-
sichtlich ihrer Invasivitat untersucht.

In beiden Fallen erfolgte Normierung auf die
unstimulierte Kontrolle.

Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD eines
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.

E.3.4.4 Wnt3aKlonierung und transienfeansiektiomon
ReportetnMSC mit pN¥Vnt3a

Da fir die Aktivierung des Wha@atenin-Signalweges Wnt3a - dessen Bildung vestesrin
hMSC noch in mMSC nachgewiesen wurde - eineichesBatle spielt, war es ein weiteres Ziel
dieser Promotionsarbeit, das Expressionsplasg¥\dstpal zu generieren. Mit dessen Hilfe sollte
untersucht werden, ob MSC Uberhaupt die furddiegBiind Sezernierung von Wnt3a bendtigte
Maschinerie besitzen, d.h., ob sie in der Lagkesierd Wnt-Liganden nach ektopischem Einbrin-
gen des entsprechenden Gens zu exprimieren.rbéedusch den Einsatz von Reporter-mMSC
maoglich, die eine Aussage Uber die ektopischeBAmt8ssion und autokrine Bindung durch die
Tcf/Lef-abhéangige Expression des Reporters Qaifesiase erst moglich machten.

Die kodierende Sequenz von humanem Wnt3a wurdeszand Plazenta-cDNA amplifiziert
(Saitoh et al., 2001). Modifizierte Primer wuederendet, die eine anschlielBende Exzision des
amplifizierten DNA-Abschnitts mit Hilfe der Riestsgénzymd3gll und EcoR ermdglichten.
Nach erfolgreicher PCR, die ein Produkt mit ehéspter Grol3e (1058 bp) ergab, wurde das
PCR-Produkt in den pCR2.1 TOPO Vektor eind2trelcifequenzierung konnte die korrekte
Sequenz fur humanes Wnt3a in UbereinstimmungnmBDatenbankeintrag NM_033131 be-
statigt werden. Danach erfolgte die Exzision @pseehenden Sequenzabschnitts durch Re-
striktionsenzym-Verdau ®Bgll undEcoRund die Ligation in den vorher mit denselbem&mzy
geschnittenen Zielvektor pN3-Mock (Abb. E-66}. laisierte auf dem Ursprungsvektor pEGFP-
N3 der Firma BD Clontech (USA), aus dem durktioRegtrdau mgamH undNot die kodie-
rende Sequenz von EGFP entfernt wurde. NacheemerBfzym-vermittelten Auffillreaktion
war der Vektor mittels einer Ligasereaktion lamiktt worden.
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Abb. Klomiemnumg des pNBnt3a Expresisiosseieionss.

A) PCR zur Amplifikation der Wnt3a-kodierendem&ét5$p) aus Plazenta-cDNA.
B) Nachweis der Exzision der Wnt3a-DNA aus denziSamgsvektor pCR2.1 TOPO.

C) Exzision der EGFP kodierenden Sequenz (S3gHRF&-N3, um die Wnt3a-Sequenz einzubringen.
D) Linearisierung von pN3-Mock und pEGFP-N3edtirigtidtsverdau nipri.
E) Schematische Abbildung von pN3-Wnt3a.

F) Analyse des durch Sequenzierung nachweiglienpud3-Wnt3a Klons (Klon 3).
Abkirzungen: N = Negativkontrolle, P = Plazenda¥DINund 1kb = DNA-GroélRenstandards

Zur Uberpriufung der Funktionalitat des neu gererdtasmids pN3-Wnt3a wurden Reporter-
mMSC transient transfiziert. Zwei Tage spaterdiaufalrussia-Luciferase-Aktivitat im Zellkultur-
Uberstand quantifiziert, wobei sich eine etwa €Q0f@igktion bei den mit pN3-Wnt3a transfi-
zierten Zellen (Abb. E-61A) zeigte.

Ferner konnte mittels Western Blot ein deutligrdnokCatenin-Level in den mit pN3-Wnt3a
transfizierten mMMSC im Vergleich zu pN3-Mockikontachgewiesen werden (Abb. E-61B).

Dies kann als indirekter Hinweis auf eine endig&3eeBildung mit nachfolgender Wirkung auf
die Aktivierung des Wntatenin-Signalweges gewertet werden.

Abb Gl Gaussiduciferasé&xpression in WntEdberexprimierenden Zellen und Bestimmung
der -CatenirProteinlevel.

Die Transfektion des Plasmids pN3-Wnt3a erfétgigoirier-mMSC. Als Kontrolle diente pN3-Mock.

A) Expression der Gaussia-Luciferase-AktivitiwfBé&t auf die Proteinmenge jedes Ansatzes f)ormier
Die Ergebnisse sind Mittelwerte + SD einestT&imikizes. **P<0,01.

B) -Catenin-Proteinlevel. Als Auftragskontrolle diekdtén (42 kDa).
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KarPITHE

- Diskus®&mn

Die Aufklarung von molekularen Signaltransduldgmremsmen, die es mesenchymalen Stamm-
zellen (MSC) ermoglichen, ihre StammzelleigeamsehafSelbsterneuerung und Differenzierung
aufrecht zu erhalten, ist von vordringlichem $sterem vor allem die Beteiligung von MSC bei
der Organregeneration nach operativen Eingriffentsd der Vorbeugung degenerativer Erkran-
kungen verstehen zu kénnen (Korbling and Es08), IB0diesem Kontext wurde in meiner
Arbeit der WnttCatenin-Signalweg und seine Rolle bei der Rtiolifarnd Invasion von MSC
auf unterschiedlichen Ebenen untersucht, da eliet@&en Prozesse eine wesentliche Voraus-
setzung fur die Wanderung einer ausreichendem vomz&tammzellen aus der Stammzellnische
an den Ort der erforderlichen Geweberegenerasitaiiela

Parallel zu den Analysen in humanen mesenchyiamal@zeéllen (hMSC) erfolgte auch eine ver-
gleichende Evaluierung der Hauptkomponenten desC@tanhin-Signalweges bei den murinen
Pendants (mMSC). Obwohl die Signaltransduktiomkueypdozw. —mechanismen in beiden
MSC-Populationen bis zur Translokation \@atenin in den Zellkern offensichtlich hoch
konserviert sind, zeigten sich jedoch gravierstetecbiede im Wnt-abhangigen Invasionsver-
halten, was — zumindest zum Teil — auf einerddf@vat-Zielgensteuerung in beiden Spezies-
verschiedenen Zellpopulationen zurtckzufihrBresgst. Erkenntnis impliziert eine grundsatzlich
unterschiedliche Regulation der Migrations-/Ingagjenschaften von hMSC und mMSC, was
zukuinftig gerade bei der Ubertragbarkeit von &stenurinein viveModellen auf die klinische
Situation zum Einsatz von MSC fiir Regeneratieaspriogsonders bericksichtigt werden muf3.

Nachfolgend werden nun die wesentlichen erziglmisse im Kontext der aktuellen Fach-
literatur diskutiert.
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11 Wnt/ -Gaenin-SignalwegnhMSC

F.1.1 Aktivierung des Signalweges

Proliferatiorund OifférrpigrrmgdStimulationsexperimenten

Um den Einfluss der Aktivierung des MWatenin-Signalweges auf das Proliferations- und
Differenzierungsverhalten von hMSC zu eruierdanwlig Zellen exogen durch Stimulation mit
steigenden Konzentrationen von rekombinantem WRfot8a&: einerseits und von LiCl anderer-
seits stimuliert. LiCl wurde aufgrund seinesdanbdbien Effektes auf die GSK+&I der damit
verbundenen intrazellularen Akkumulation A@atenin mit nachfolgender Translokation in den
Zellkern alternativ zur Aktivierung des SignalwibgesWnt-Proteine eingesetzt (Klein and
Melton, 1996). Beide experimentellen Ansatzenesuilh einer dosisabhéngigen Steigerung der
Proliferationskapazitat der hMSC. Dies entspreith \mxdffentlichten Daten, bei denen durch
Wnt3a-enthaltendes konditioniertes Medium gesteigmliferationsraten von hMSC erzielt
werden konnten (Boland et al., 2004).

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Pronmigiinsawohl der Differenzierungsstatus als
auch die Differenzierungsfahigkeit von Wnt3a-Li2lastimulierten Zellen untersucht. Hierbel
konnte eindeutig gezeigt werden, dass hMSC domglatiein mit den eingesetzten Konzentra-
tionen von Wnt3a bzw. LiCl weder in die adipagenanrdie osteogene Richtung differenzieren.
Nach einer einwdchigen Vorstimulation mit diebstazen war nach wie vor die Differen-
zierung mittels geeigneter Agenzien in die mesbdeleRichtungen in gleichem Mal3e wie in den
unstimulierten Kontrollzellen mdglich. Dies kdérslieh allerdings nur fir die hier eingesetzten
Wnt3a-Konzentrationen ausgesagt werden, da Wini3aA8kung als Morphogen vermittelt,
d.h. dosisabhangig unterschiedliche Effekte iedkaan (Cadigan and Nusse, 1997). Demnach
scheint bei Experimenten mit Wnt3a im Allgemea@@itrdtion der eingesetzten Mengen sehr
wichtig zu sein. Eine exakte KonzentrationsbesgrandiReproduzierbarkeit der Wnt3a-Menge
sind aber bei Verwendung eines konditioniertaimidediie es in anderen Untersuchungen ein-
gesetzt wurde (Boland et al., 2004), nur bedijeitege

Neben den Effekten auf die Proliferation resuttierivVnt3a-Stimulation in einem verminderten
Abbau von -Catenin, der mit einer Translokation des tréiosisaftivierenden Proteins
-Catenin in den Zellkern einherging. Diese Anddeunngubzellularen Lokalisation von
-Catenin, die allgemein als Voraussetzung fuktdierdng der Wnt-Zielgen-Expression gilt,
entspricht den Literaturbeschreibungen und beliesigi&higkeit von hMSC auf einen Wnt-
Stimulus zu reagieren (Tolwinski and Wieschdls, 200

Auch die Induktion der Wnt-Zielgen-Expressiorekonit in hMSC nach Wnt3a-Stimulation
ebenso wie nach Behandlung mit LiCl beobachteplaBseh wurde hierfir die Expression des
Zellzyklusregulators Cyclin D1 und der membrayestaMhtrix-Metalloproteinase MT1-MMP
analysiert, wobei deren Expressionsstatus incNemgiieKontrolle als Mal3 fir die Aktivierung
des Wnt-Signalweges verwendet wurde. Sowohl yd8htutman et al.,, 1999; Tetsu and
McCormick, 1999) als auch MT1-MMP (TakahasRiO82aHIubek et al., 2004) wurden schon
vor einiger Zeit in diversen Zellspezies (z.Bzéllempals direkte Zielgene des Vatenin-
Signalweges beschrieben.
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MigrationsAnvasionsfahigkertbon hMSC nach Stimulation mit Wnt3a und LiCl

Fur den therapeutischen Einsatz von hMSC zur régevedvation gibt es grundsatzlich zwei
verschiedene Strategieansatze. Zum einen besMbglichkeit, die Zellen vorwiegend aus dem
Knochenmark zu entnehmenyivozu expandieren und sie danach — mit oder ohrisgene
Modifikation — wieder zu transplantieren (Bauxilled al., 2006). Zum anderen kann diese
Stammzellpopulation auch endogen mittels Zytaitieiert werden. Diese endogene Aktivie-
rung hat eine vermehrte Mobilisierung aus demeiknuatk zur Folge, wobei eine gezielte
Migration/Invasion in bestimmte Korperregionen veesentliche Voraussetzung fir eine
adaquate Geweberegeneration darstellt (Korblikgteamd 2003).

Um die an den Migrations-/Invasionsprozesseigteat&ignaltransduktionsmechanismen besser
verstehen zu kénnen, wurde die Invasionsfahigkeindr MSC nach Aktivierung des Wnt-
Signalweges durch Wnt3a und LiCl untersuchtddn Béilen konnte im Transwell-System eine
deutlich gesteigerte Invasivitat durch humaneeikiare Matrix beobachtet werden. Dass diese
vermehrte Invasionsfahigkeit mit der transkriligion&ktivierung des MT1-MMP-Gens zusam-
menhing, liel3 sich in einem gesonderten Expeuimembauern: Nach Verminderung der Ex-
pression von MT1-MMP war durch Wnt3a-Stimulatienlkduktion der Invasivitat von hMSC
mehr erreichbar.

Die Rolle von MT1-MMP fir die MigrationsfahigkeitMSC konnte dariber hinaus von einer
kooperierenden Arbeitsgruppe gezeigt werdenge dixpdession von MMP-2, MT1-MMP und
TIMP-2 als essentiell fur die Invasion beschelet(Rl., 2007). Hierbei ist die Bildung eines
terndren Komplexes aus MT1-MMP, TIMP-2 und Midéh2igend, der zur Aktivierung von
proMMP-2 fihrt (Itoh et al., 2001). Aktive MT1UMMBIMP-2 spielen eine bedeutende Rolle
bei der Invasionsfahigkeit von hMSC (Ries 603),,da beide Proteinasen als wichtige extra-
zellulare Matrix-degradierende Enzyme bekanntvgimeind das mRNA-Expressionsniveau von
MT1-MMP in hMSC durch den Wnt-Signalweg reguiieristivdas bei MMP-2 interessanter-
weise nicht der Fall. Allerdings wurde eine Wartiegadd Regulation der MMP-2-Transkriptlevel
fur andere Zelltypen wie z.B. Effektor-T-Zeldmibben (Wu et al., 2007).

Diese Zelltyp-spezifische Regulation der Wnt-gd#rixpression trifft auch auf andere Gene
zu, wie dies beispielsweise fur Cyclin D1 irkteddord&rebszellen nach Verlust von APC gezeigt
wurde (Sansom et al., 2005).

Aktivierung des WniCateninSignalweges durétPERARin2KnockdowsExperimente

Die bis dato beschriebenen Ansatze zur Aktiderdngt-Signaltransduktionskaskade basierten
alle auf der exogenen Stimulation der Zellen.eD&iilhus wurde eine alternative Strategie
angewandt, um die Expression von Wnt-Zielgendie waanit verbundenen Verdnderungen des
zellularen Verhaltens von hMSC zu induzierers@m diweck wurde in einem RNAi-basierten
Ansatz die Expression von APC (Ha et al., 20@4nan@xil/Conductin) (Behrens et al., 1998),
beides Mitglieder desCatenin-Abbaukomplexes, reduziert. Die Etabtlezsgauf der Trans-
fektion vorsmall interfering RNAGRNAS) beruhenden Methode erwies sich alsvitkBanh in
hMSC, da die sehr kleinen siRNAs mit sehr halezEfansfiziert werden kénnen (Hoelters et
al., 2005). Die Knockdown-Effizienz der jeweilRREA-Entitaten, die von diversen Aspekten
abhéangt (Reynolds et al., 2004), lag zwischeth @B Un
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Einfluss auf die Wnt-Zielgen-Expression:

Axin2 ist im Gegensatz zu APC selbst als Wmt-Begant, dessen Expression infolge eines
negativerieedback-loomduziert wird (Lustig et al., 2002; Jho eD@2ap

Der Knockdown von APC und Axin2 fiihrte zu eimaimdeeien Abbau vonrCatenin. Die
daraus resultierenden erhéhteGatenin-Proteinmengen waren mit einer Transhokatiten
Nukleus und damit einer einhergehenden transiaiiptioAktivierung der Wnt-Zielgene Cyclin
D1 und MT1-MMP verbunden. Dies entspricht datul-Berichten nach gezieltem Ausschalten
von APC (Sansom et al., 2004) und den Effekidntationen, die eine veranderte APC-Expres-
sion verursachen (Bienz and Clevers, 2000w detateres hat weit reichende Konsequenzen
und ist der Grund flur die meisten sporadischtandtea kolorektalen Krebserkrankungen sowie
der vererbten Darmkrebsféamilial adenomatous polypd$isdde, 2002).

Nicht nur die Induktion der Zielgene, sonderndaueh verminderte Expression am ersten Tag
nach Transfektion der spezifischen APC-siRNACiwaMS&ehr deutlich und kénnte durch die
Rolle von nukledrem APC erklart werden. Dieshagiigks namlich Hinweise darauf, dass APC
im Nukleus UberschissigeSatenin binden kann, wodurch dessen transkaktioiesende
Rolle verhindert wird (Rosin-Arbesfeld et al), PB@&@&bar wéare zudem, dass es wegen der Fahig-
keit von APC, zwischen dem Zellkern und dems@yoplapendeln, eine Balance der beiden
APC-Formen gibt (Neufeld et al., 2000), die mrschiedliche Halbwertszeit aufweisen. Dem-
nach konnten die Effekte, die einen Tag naclektramsfler APC-siRNA beobachtet wurden,
durch eine Verschiebung des Gleichgewichtes englershukledren APC-Form bedingt sein,
wodurch die Wnt-Zielgene zunachst reprimiert wilrdemeiteren Zeitverlauf konnte eine Ab-
nahme beider APC-Formen zu der beobachtetemindierkk#ielgenexpression gefuhrt haben.

Einfluss auf das Proliferations- und Invasionswerha

Einhergehend mit der transkriptionellen IndukéioWat-Zielgene Cyclin D1 und MT1-MMP
waren nach Knockdown von APC auch die Prolgeratidndie Invasionsfahigkeit der hMSC
induziert. Auch dies entspricht den EffekteracheMutation von APC bei verschiedenen Krebs-
formen beschrieben sind (Senda et al., 2007).

Uberraschenderweise war dieser Phanotyp nachoWnoetd Axin2 nicht zu beobachten, da
hier die Proliferation negativ beeinflusst wadenbhvasionsfahigkeit ganzlich unberihrt blieb.
Eine mdgliche Erklarung hierfir konnte die kibbesdhriebene Kooperation von Axin2 mit
GSK-3 sein, die eine Tumorzell-Dedifferenzierung uethésienwasive Aktivitat von Tumorzellen
ermoglichen. Dies erfolgt in Brustkrebszellediéb&xin2-abhangige Regulation der nuklearen
GSK-3-Aktivitat, die wiederum verantwortlich fir dieuldtion der Snaill-Stabilitat ist. Dieser
Zinc-Finger Transkriptionsfaktor ist sowohl iraleor@mls auch neoplastischen Zellen wichtig fur
den epithelialen-mesenchymalen Ubergang und itaimitaisive Prozesse (Yook et al., 2006). Da
dies - mit Ausnahme der transkriptionellen AxiivleAkng - unabhéngig vorCatenin erfolgt,
wirde auch die in unserer Arbeit beschriebenéioimdigr Expression von Cyclin D1 und
MT1-MMP nach Knockdown von Axin2 nicht im Gegensigtz verminderten Proliferations-
und unverénderten Invasionsraten stehen.
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Alle genannten Effekte, die infolge der Wnt-Aktigiauftraten, deuten auf eine essentielle Rolle
des Wnt-Signalweges bei der Steuerung des Ineakadtens von hMSC hin, was bis dato noch
nicht in der Fachliteratur beschrieben wurder Bistue eine Assoziation des Wnt-Weges mit
zellularer Invasion hauptsachlich in Tumorzeilescheet. In diesem Zusammenhang wurde bei-
spielsweise die Transmigration von Myelom-Plesmaazelh endotheliale Zellen und Matrigel
nach Inkubation mit Wnt3a-konditioniertem Mediwsohbeben (Qiang et al., 2005). Daruber
hinaus zeigt die Mehrzahl der humanen kolorektaleszellen eine konstitutive Aktivierung des
Wnt/ -Catenin-Signalweges (Bienz and Clevers, 2000i, euasr fortwdhrenden Akkumulation
von -Catenin einhergeht. Zudem #§atenin an der invasiven Front von Kolon-Karzileomz
fast ausschlieRlich nukleéar lokalisiert, wasnawearmehrte-Catenin-abhangige Transkription
hinweist (Brabletz et al., 2001). Ein weiterpgeBsisllt die transendotheliale Migration von
Monocyten dar, die durch den W@Atenin-Signalweg reguliert wird (Tickenbrock29G6).

F.1.2 Inhibition des Signalweges

-CateninKnockdowtExperimente

Um die Hypothese der Assoziation der Waténin-Signaltransduktionskaskade mit der Pro-
liferation und daruber hinaus der Invasivitat M&Chzu untermauern, wurde ein reverses
Experiment durchgefiihrt. Zu diesem Zweck wurd@nd&ignalweg durch Knockdown des
intrazellularen MediatorsCatenin einerseits und des Oberflachen-residrerkondezeptors
LRP5 andererseits inhibiert. Da die Resultatewdiieh hohere Halbwertszeit dieser Proteine
verglichen mit den korrespondierenden mRNAsermlizvurden alle Folgeexperimente im
Zeitfenster der niedrigsten ProteinexpressionsatlBnRNAI — also zwischen Tag 5 und 7 —
durchgefuhrt.

Der Knockdown vonCatenin resultierte in einer verminderten Expredsi \Wnt-Zielgene
Cyclin D1 und MT1-MMP, was sowohl mit einer tigenhBeduktion der Zellproliferation als
auch mit einer deutlichen Verminderung der Irsfasigkeit der hMSC einherging. Ahnliche
Beobachtungen wurden in Kolon-Krebszellen geleactenen der Knockdown veBatenin

zu einer transkriptionellen Reduktion der Zigigession und einer geringeren Zellteilungsrate
in vitroundin vivofihrte (Verma et al., 2003). Die Wnt-abhangigkripgionelle Regulation des
Zellzyklusregulators Cyclin D1 wurde erstmaldomké&arzinomzellen beschrieben (Tetsu and
McCormick, 1999).

Dass die verminderte Expression von Cyclin RieraGehnd fir die reduzierte Zellteilungsrate
der mit -Catenin-siRNA transfizierten hMSC war, konimenm weiteren Versuch gezeigt wer-
den, bei dem nach Knockdown von Cyclin D1 zwdehseutlich verringerte Proliferations-
fahigkeit der Zellen zu beobachten war. Inteersgzine wurde dieser Effekt durch Wnt3a-
stimulierende Bedingungen noch verstarkt, wasuwiedie Rolle des Wnt-Signalweges in der
hMSC-Biologie bekraftigt.

90 [SKUSSION



LRPEnockdowsExperimente
Ein ahnliches Bild lieferten die LRP5-Knockdosvimdexpe. Dieser Wnt-Korezeptor, dessen
Expression im Gegensatz zu LRP6 in hMSC beheigbbesvurde (Etheridge et al., 2004), ist an
der Weiterleitung der Wnt-Signale involviert @olatsal., 2004). Im Wn€atenin-Signalweg
ist hierfur zuséatzlich ein Mitglied der FrizzleepRefamilie (Fzd) notwendig, wobei der jeweilige
Rezeptorkomplex Uber die Art der Signalweitgyleitaier Zelle entscheidet (Liu et al., 2005;
Cong et al., 2004). Bislang wurde in der LitteatRezeptorkomplex, der in hMSC fir die Wnt3a-
Signalweiterleitung maf3geblich ist, nicht besahrieb
Wenn wir auch den fir die Weiterleitung des Wigt3alsSverantwortlichen Fzd noch nicht
identifizieren konnten, so erhielten wir durchreutisgersuchungen doch zumindest klare Hin-
weise auf die Beteiligung von LRP5, da der Knodikekeg Rezeptors ebenso wie derjenige von
-Catenin zu einer verminderten Proliferationsthwadionsrate der transfizierten hMSC fuhrte.
Letzteres ist in &hnlicher Weise in der LiteiiatOisteosarkom-Zellen beschrieben, wonach die
Inhibition von LRP5 eine verminderte Motilitat lnwvasionsfahigkeit dieser Zellen bewirkte
(Hoang et al., 2004). Diese Daten implizierten eunde metastatische Rolle fir LRP5 und die
Vermutung, LRP5 konnte als Marker fir die PoogvessiOsteosarkomen dienen (Hoang et al.,
2004).

Um abschlieRend zu bestatigen, dass die beobhazblietéren Effekte nach Knockdown von
LRP5 und-Catenin die Folge einer verminderten Sensfiivitdhs Wnt3a-Signal darstellen,

wurden Knockdown-hMSC mit Wnt3a stimuliert. Hierbee eindeutig gezeigt werden, dass
ohne die Anwesenheit des Korezeptors LRP5, ent3mSignal an der Zelloberflache auf-
nimmt, ebenso wie ohne den intrazellularen Medi@sdenin, der fur die Weiterleitung verant-
wortlich ist, keine Induktion des Wnt-Zielgeria Ogcnehr moglich ist.

Zusammenfassend lassen unsere Daten zweifeliosnerttess hMSC, ahnlich wie Tumorzellen,
den kanonischen WntCatenin-Signalweg nicht nur zur Kontrolle déeildely, sondern auch

zur Koordination ihrer migratorischen/invasivemsEi@ften nutzen. Die Annahme solcher

Eigenschaften fur die Regulation der gerichtetgatidbh durch Gewebe kdnnte Teil eines

Programms wéhrend der Stammzell-Aktivierungaseimyi8C fur einen optimalen Beitrag zur

Geweberegeneration bendtigen (Beachy et alR@@@d et al., 2003).

F.1.3 Rolle des WiRRezeptors Fzd8

Regulation

Vor dem Hintergrund der transkriptionellen Regutidr Expression von LRP6 und Dkk-1 in
hMSC und den Berichten Uber die Assoziation WwmundRPzd8 bei der Weiterleitung des
R-Spondinl-Signals (Nam et al., 2006), wurded@iExpression in hMSC naher untersucht.
Hierbei fiel eine sehr deutliche Anderung des bheRdla-von Fzd8 naeBatenin-Knockdown
sowie nach Wnt3a-Stimulation auf. Interessantemaagisias Fzd8-Expressionsniveau nach Akti-
vierung des Wnt-Signalweges durch Wnt3 reduzierend es nach Inhibition des Wnt-Signal-
weges durch-Catenin-Knockdown induziert war.
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Klassische Wnt-Zielgene sind durch die Anwesanbéeibder mehrerer Tcf/Lef-Consensus-
Sequenzen in ihren Promotorregionen charakt¢Hsidstone and Clevers, 2002). Somit unter-
liegt ihre Expression der Kontrolle des \Waténin-Signalweges und wird tblicherweise nach
dessen Aktivierung aufgrund einer vermehi@aienin-Translokation in den Zellkern induziert.
Beispiele aus der Literatur, die auch in deptiegenden Promotionsarbeit fir hMSC bestétigt
werden konnten, sind Cyclin D1 (Tetsu and McCb@88)k sowie Dkk-1 (Niida et al., 2004;
Gonzalez-Sancho et al., 2005) und MT1-MMP (Tiatatiastn0?).

Eine standardisierte experimentelle VorgehenSivalsea Nachweis eines negativ regulierten
Wnt-Zielgens gibt es — im Gegensatz zu positierteguWnt-Zielgenen — bisher nicht, was
unter anderem an der geringen Zahl der bekangiiv megulierten Gene und dem géanzlich
unbekannten Mechanismus einer solchen Reguégtidm lder Fachliteratur finden sich lediglich
Spekulationen tGber mdgliche Mechanismen. Soikaingrin vitreModell zur Untersuchung
der Haarfollikel-Morphogenese nach Whnt-Aktivienuhgdamit -Catenin-Stabilisierung die
transkriptionelle Reduktion der E-Cadherin-Exprbssbachtet werden (Jamora et al., 2003).
Die Autoren vermuten die Rekrutierung weiteritdCefawie Snail, die hier die ungewohnte
Repressor-Aktivitat vermitteln.

Ublicherweise kommt es nach TranslokationGatenin zu einer Aktivator-Konversion der als
Repressor fungierenden Tcf/Lef Proteine (Braatje2@02). Ob dies auch im Falle der negativ
regulierten Fzd8-Expression nach Wnt3-Stimulatigegty konnte im Rahmen dieser Arbeit
nicht aufgeklart werden.

Fzd 8Koakikidowmn

Die Tatsache, dass es sich bei Fzd8 um eine Kengeamng/nt-Signalweges handelt, dessen
Expression in hMSC negativ durch Wnt3a reguliermacht Fzd8 zu einem aul3erordentlich
interessanten Forschungsobjekt. Um zu unterslckersich bei diesem Rezeptor nicht nur um
ein transkriptionelles Zielgen des Wnt-Signahlagdslt, sondern mdglicherweise auch um
einen spezifischen Rezeptor fir Wnt3a, wurdeRBiA-germittelter Knockdown der mRNA-
Expression von Fzd8 in hMSC durchgefiihrt. Dse Areslgr Fzd8-Knockdown-Zellen ergab eine
deutlich verminderte Zellteilungsrate, wahrehavdgon weitgehend unbeeinflusst blieb.

Zur Klarung, ob Fzd8 wichtig fur die WeiterlaliemdVnt3a-vermittelten Signals ist, welches
wiederum in der Reduktion des mRNA-Expressioissaoedzd8 resultiert, wurde folgendes
Experiment durchgefuhrt: Aufgrund einer noch heimtdeinveranderten Expression auf Protein-
ebene am ersten Tag nach Transfektion der FzdrgiRd#er deutlich reduzierten Proteinex-
pression funf Tage spater wurden Fzd8-Knockdmnzdelnterschiedlichen Zeitpunkten mit
Wnt3a stimuliert. Die Fzd8-Transkriptlevel nicltistter Zellen zeigten eine Knockdown-
Effizienz von 63 %, bei Wnt3a-stimulierten Zatlesid bei 70 %. Gesetzt den Fall, dass Fzd8
essentiell fur die Weiterleitung des Wnt3a-Sigmaldamit einhergehend auch fir die eigene
Down-Regulation ist, hatte diese Reduktion béclleydringerer Fzd8-Expression eine Woche
nach Transfektion der Fzd8-siRNA nicht mehr nséglicdollen. Allerdings konnte die Wnt3a-
vermittelte Reduktion der Fzd8-Transkriptlevéiamuadp von Fzd8-Expression auf der Zellober-
flache erfolgen. Die gleiche Tendenz war beistemiieg der MT1-MMP-mRNA-Expression
feststellbar, die nach Wnt3a-Stimulation ganzimteinflusst von der Fzd8-Expression induziert
war. Dementsprechend war auch die Induktion agritéav der hMSC nach Wnt3a-Stimulation
sowohl in den Kontrollzellen (mit nc-siRNA tiart$feds auch in den Fzd8-Knockdown-Zellen
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maoglich. Ferner konnte nach Knockdown von FzZai#ess auf die Expression klassischer Wnt-
Zielgene wie Cyclin D1 und MT1-MMP beobachtet.werde

Ein weiteres Experiment, das einige der bisberigarbestatigen konnte, war die Kotransfektion
der Fzd8-siRNA mit derjenigen gegen LRP5 bzvDi¢ RP&lyse der Cyclin D1-Expression als
Indiz fir den Aktivierungsstatus des Wnt-Signalesggb, dass die Wnt3a-vermittelte Induktion
der mRNA-Expression von Cyclin D1 in Fzd8/LR#@EbBwmaellen im Vergleich zu dejenigen in
Kontrollzellen nicht mehr mdglich war. DiesdameRhanotyp wird aber vornehmlich durch das
Fehlen von LRP5 verursacht, da nach singularedoWnomn LRP5 ein dhnliches Expressions-
verhalten von Cyclin D1 beobachtet werden keemnts. Ifestatigte sich die Induktion der Wnt-
Zielgen-Expression nach Knockdown von LRP6ddse fiiffekte im Kotransfektionsexperiment
ausschlaggebend schien. Dartber hinaus konntstimaghtion mit Wnt3a die Induktion der
Whnt-Zielgen-Expression im Fzd8/LRP6-Kotransdekatnsoch verstarkt beobachtet werden.

Bis dato gibt es keinerlei Vergleichsmdglichkeserer Daten bezlglich der Funktion von Fzd8
mit Resultaten in der aktuellen Fachliteraturdiddie wurden teilweise kontrére Funktionen
anderer Frizzled-Rezeptoren beschrieben. Ssiembesspielsweise humanes Fzd1 als méglicher
Rezeptor fur die Wnt3a-vermittelte Signalweiterde{iGazit et al., 1999), wahrend fur murines
Fzdl eine antagonistische Rolle im kanonischerQatetiin-Signalweg gezeigt werden konnte
(Roman-Roman et al., 2004). Ebenso scheint htizdheds negativer Regulator zu agieren
(Golan et al., 2004). Dartber hinaus konnte desnonsrden, dass durch einen variierenden
Rezeptorkomplex mittels ein und demselben Ligatelschiedliche zellulare Effekte induziert
werden kénnen. So kann z.B. Wnt5a an zwei dRén&orkompositionen binden, von denen
einer Fzd4 enthalt. Nach Bindung von Wnt5a abhRP8l4ommt es zuCatenin-abhangigen
Induktion der Wnt-Zielgen-Expression, wahrendndi;n@ von Wnt5a an Ror2, emnghan
tyrosine kinaselen kanonischen Wr€atenin-Signalweg inhibiert (Mikels and Nus$¢, RGO
Tragweite derartiger Erkenntnisse wird vor alggnDior dem Hintergrund deutlich, dass Wnt5a
sowohl als Tumorsuppressor als auch als Onkegeschiedenen Zelltypen fungieren kann.
Dadurch wird eine in hohem Mal3e ausgepragtetieeumgses Wnt-Signalweges erreicht, wo-
durch die entsprechenden Zellen ihren Phéanotjgwedigen Bedingungen anpassen kdnnen.

Zusammenfassend implizieren die ErkenntnissgudatidReder Expression von Fzd8 durch den
Wnt/ -Catenin-Signalweg eine Moglichkeit der endogegeiafion dieses Signalweges, um
mdglicherweise eine Uberaktivierung infolge dgaW®indung einzudammen. In diesem Kontext
ist die Kenntnis, fur welchen Liganden Fzd8egisoRear Auslosung einer negativen Regulation
des Wnt/-Catenin-Signalweges dient, von essentiellensdstere
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F.1.4 Rolle von LRR&\dmxkkIkk

Expressiovon LRP6

Analysiert man die aktuelle Fachliteratur bezdegtidh'nt/-Catenin-Signalweges in MSC, so fallt
auf, dass vor allen Dingen die Prozesse derrlbgahde an der Zelloberflache fast vollstandig
ungeklart sind. Auch die synonyme Schreibweikezdptoren LRP5/6 macht die Defizite in der
Unterscheidung der Funktion dieser beiden Rezejidiieh, die nur in sehr wenigen Arbeiten
explizit komparativ untersucht wurde (Mi and JghB865). Aus diesem Grund erfolgte im
Rahmen der Promotionsarbeit zusatzlich auch alpseAder Expression, Regulation und Funk-
tion des Rezeptors LRP6 in der Weiterleitungndeis¢f@en Wnt3a-Signals in hMSC.

Unser Resultat der semiquantitativen RT-PCR;, enit eiedeutiger Nachweis der LRP6-mRNA-
Expression mdglich war, steht zumindest parti@kgensatz zu den bisher publizierten Daten
anderer Arbeitsgruppen, die eine LRP6-ExprebM&Cirentweder nicht (Etheridge et al., 2004)
oder doch (Gregory et al., 2005) nachweisen kdnteesssanterweise konnten wir dartber
hinaus im Rahmen der Expressionsanalysen in mMS€yelation der LRP6-Transkriptmengen
durch Wnt3a beobachten. Dies widerspricht aleddingurzlich publizierten Daten beztglich
einer negativen Regulation der mRNA-ExpressldRR@&durch Wnt3a in einer murinen embry-
onalen Fibroblastenzelllinie (Khan et al., 20@ii¢s@m Unterschied eine Spezies-Spezifitat oder
vielmehr die Tatsache zugrunde liegt, dass &=isttdn embryonalen Fibroblasten um eine
immortalisierte Zelllinie handelt, ist nicht geklie in dieser Arbeit beschriebene negative
Regulation wirde fur einen Wnt3a-induzierten wegdtiedbackviechanismus des eigenen
Rezeptors stehen. Im Gegensatz dazu sprecheateseider positiven Regulation der LRP6-
Expression nach Wnt3a-Stimulation fir einen ancagativerieedbackviechanismus, auf den
noch naher eingegangen wird (siehe Abb. F-1).

Schon vor langerer Zeit wurde ber die Homo-Riraagsvon LRP6 nach Uberexpression in
HEK293-Zellen berichtet. Diese Homo-Dimerisiattengihe Inaktivierung des Rezeptors zur
Folge, was die Vermutung nahe legte, dass dienddngBeine Konformationsdnderung der
extrazellularen Domane induziert. Aufgrund desll/emher allosterischen Inhibition der
intrazellularen Regionen erfolgte eine SeparafoDamanen und damit die Bildung einer
aktiven Form (Liu et al., 2003), die mit deritmdd&s -Catenin/Tcf-Signaling einherging. Diese
Erkenntnisse konnten nun kirzlich auf die enddgBBeExpression einer murinen embryonalen
Fibroblastenzellinie (NIH3T3) ausgeweitet werdenem LRP6 ebenfalls in einer offensichtlich
inaktiven dimeren Form auf der Zelloberflachewatrkkhan et al., 2007). Ob LRP6 homo- oder
heterodimere Komplexe beispielsweise mit LRRauadé&ligomere hdherer Ordnung bilden
kann, ist bisher ungeklart. Die Arbeitsgruppe nanBafico (Khan et al., 2007) konnte zeigen,
dass die Wnt3a-Stimulation zu einer LigandenerdaozClathrin- und Caveolin-vermittelten
Internalisierung von LRP6 flhrt. Diese resuitiexzellular in einer Phosphorylierung des
Rezeptors und der Assoziation mit Axin, die gohangler Dauer der Stimulation ist. Demnach
wird LRP6 nach Ausbleiben der Stimulation ,reécyaegelangt wieder zur Membran, worauf
der Rezeptor einer nachsten Runde der Inteunadisiaterzogen werden kann.
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LRP&nockdown

Um die Rolle des LRP6-Rezeptors in hMSC datailliarttersuchen, wurde wiederum ein RNAI-
basierter Ansatz angewandt. Entsprechend denypisg@hen Effekten - wie gesteigerte Proli-
feration und Invasionsfahigkeit infolge des LRBeémwns in hMSC - konnte eine Induktion der
Whnt-Zielgen-Expression beobachtet werden.

Dies entspricht den Beschreibungen von Zellkdiernsdie ergaben, dass die Modifikation der
extrazellularen Region von LRP6 mit verbleibesrdéravverankerung zu einer konstitutiven
Aktivierung des WntCatenin-Weges fuhrt (Liu et al., 2003). Wahienahgk in der Arbeit von
Liu et al. mit Hilfe des TOP-Reporter Assayslirakt idie Beteiligung vorCatenin gezeigt
werden konnte, erfolgte dies im Rahmen unseri¢riBebeden direkten Nachweis des Protein-
niveaus von-Catenin nach Knockdown von LRP6. Die gleiciBadijgung von-Catenin an

der Induktion der Wnt-Zielgene konnte daribershm#uHilfe eines Kotransfektionsexperi-
mentes klar demonstriert werden. Wahrend der émockoh LRP6 alleine die Erhéhung der
Wnt-Zielgen Transkriptmengen bewirkte, war dre&oiaansfektion derCatenin- und LRP6-
siRNA - und damit des gleichzeitigen Knockdowas Gene - ebenso wie nach singularem
Knockdown vonCatenin nicht mehr maoglich.

Im Bestreben, die Rezeptorkomposition fiir die-MgdaBdenbindung naher zu charakteri-
sieren, wurden Experimente durchgefiihrt, dieieshbezaligliche Aussage ermdglichen sollten.
Zwar war der Nachweis der direkten Bindung voa Whit3.RP6 nicht Gegenstand der in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimentechdéwmmnten bereits Hinweise auf eine
untergeordnete Rolle von LRP6 als Wnt3a-RezeptonMSC-Biologie erhalten werden. Das fur
diesen Zweck konzipierte Experiment basierte Alritda-abhangigen transkriptionellen Induk-
tion des Wnt-Zielgens Cyclin D1. Wahrend die Agldslourranskriptlevel nach Stimulation mit
Wnt3a in LRP6-Knockdown-Zellen ebenso wie innderizelen moglich war, konnte dies in
LRP5-Knockdown-Zellen nicht mehr beobachtet w&aderine unterschiedliche Rolle beider
LRPs vermuten lasst. Uber die Wichtigkeit vofiilL8#@3Wnt3a-vermittelte Signalweiterleitung
wurde auch in anderen Arbeiten berichtet (Kdtp28G®). In meiner Arbeit lieferte die Abwesen-
heit beider Rezeptoren durch Kotransfektion derdtRR-RP6-siRNA ein ahnliches Bild wie der
singulare Knockdown von LRP5, was wiederum tgk#iticlon LRP5 fur die Weiterleitung des
Wnt3a-vermittelten Signals verdeutlicht.

Gewiss muss der Knockdown von LRP6 auch awdlfmtenoch sichergestellt werden, um die
Aussage zu untermauern, dass LRP6 nur eine tdretgeBolle in der Weiterleitung des
Wnt3a-Signals spielt. Ferner stehen eine AnadysdR@@-Promotors hinsichtlich mdglicher
Tcf/Lef-Bindungsstellen und gegebenenfalls Psiothéor noch aus, die eventuell die trans-
kriptionelle Induktion von LRP6 nach Wnt3a-StomulahMSC erklaren kénnten.

Zusammenfassend betrachtet implizieren die erEebnisse eine inhibitorische Funktion fur
LRP6 im basalen Wnt-Aktivierungszustand der liegemihMSC. Allerdings sollte Wnt3a unter
solch basalen Kultivierungskonditionen keine fRollden Aktivierungszustand des Wnt-
Signalweges spielen, da es von hMSC selbstpnicti¢xvird (Etheridge et al., 2004). Vielmehr
scheint es in der natirlichen Nische der hMSCStrateamatrix des Knochenmarks exprimiert
zu sein, wam vivo durchaus auf eine Rolle in der Wnt3a-vermittiekgulation der hMSC-
Population hindeutet (Baksh and Tuan, 2007)esers d@rund wurde die Expression anderer
intrinsisch exprimierter Wnt-Liganden wie z.B iDKKVISC untersucht.
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Expressiovon DkkL

Grundsatzlich werden in Vertebraten vier Haugdatger Dkk-Familie unterschieden, von
denen Dkk-1 als erstes beschrieben wurde uncbkitss dranskriptionelles Wnt-Zielgen eine
Sonderstellung einnimmt (Niida et al., 2004; &oszaicho et al., 2005). Diese Beobachtung, die
zunachst in Kolon-Karzinomzellen gemacht wurdeingmd negativefeedbackviechanismus

des Wnt-Signalweges darstellt, konnten wir aucMSC bestatigen. So waren die Dkk-1-
Transkriptlevel nach Wnt3a-Stimulation von hM$@iemd wahrend die Expression nach
Knockdown vonCatenin deutlich vermindert war. Auch in diedlenbéstatigte sich die Induk-
tion der Wnt-Zielgene nach Knockdown von LRPé¢hddas Dkk-1-Expressionsniveaus klar
erhoht war.

Der Mechanismus der Inhibition des kanonischerCaAtethin-Signalweges durch Dkk-1 wurde
zeitgleich von zwei Gruppen beschrieben und rdaatlieh, dass Dkk-1 weder an Wnt bindet
noch die Wnt-Fzd Interaktion beeinflusst (Semeaby 2001; Bafico et al., 2001). Vielmehr
zeigtencross-linkingexperimente, dass Dkk-1 in einem bindren 1:leKonipLRP6 assoziiert
und damit die Fahigkeit des LRP6-Rezeptors akisairé Wnt/Fzd zu interagieren. Diese
Arbeiten schlieRen einen Mechanismus aus, dubdkkeledurch Bindung an LRP6 ein inhibito-
risches Signal ins Zellinnere weiterleitet. iiedometint Dkk-1 nach LRP6-Bindung eher sterisch
die funktionelle Interaktion zwischen Wnt undnsdRezeptor-Komplex zu stéren (Bafico et al.,
2001).

Auch aus der Literatur ist bekannt, dass Dkket @Baf., 2001; Semenov et al., 2001) und Dkk-2
(Li et al., 2002) Liganden von LRP6 darstelidyer Daraus wurde erst kirzimuseCristin/R-
spondinrpof plate-specifispondin) als weiterer Ligand fur LRP6 beschiabeet(al., 2006).
Dieser stammt aus einer Familie sezerniertervieoteseProteine (Kamata et al., 2004;
Kazanskaya et al., 2004), von denen es viethigdkcke Mitglieder im humanen System gibt
(Kim et al., 2006), wobei humanes R-Spondinfivai®ites Wnt-Signalweges gilt (Wei et al.,
2007). Das aktivierende Potential scheint dabeindhibition der durch Dkk-1 vermittelten
Internalisierung von LRP6 mediiert zu werdenr{®ieinal., 2007). Darlber hinaus kommt es
durch R-Spondinl zu einer Phosphorylierung vonDiB$ést besonders interessant, da die
Phosphorylierung von LRP6, die in der StabgisierurCatenin und damit der Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signalweges resultiert, eindrselis\Wnt3a verstarkt und andererseits durch
simultane Stimulation mit Dkk-1 antagonisiert wdsaen (Wei et al., 2007). Diese Erkenntnisse
gepaart mit dem in weiten Teilen mit Wnt-Proteéiberlappenden Expressionsmuster auch
wahrend der Embryogenese sprechen fur einermpiestibackviechanismus der R-Spondine,
der den Wnt-Signalweg verstarken kann. Die BrpdessR-Spondine in hMSC wurde bisher
nicht untersucht, ware allerdings von auf3eroctiehtdhem Interesse, vor allen Dingen, weil
Dkk-1 als Antagonist der R-Spondine intrinsi$d¥iS@& exprimiert wird (Gregory et al., 2003),
was mit den in unserer Arbeit erhobenen Daternngti@rat Eigene Vorarbeiten (hier nicht
dargestellt) zeigten inzwischen, dass hMSC agpehdiftBEauf mRNA-Ebene exprimieren, womit
eine wichtige Voraussetzung fir dessen FunkiM8@1gegeben ist.
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Inhibitorische Wirkung vbikkd

Neben der Regulation der Dkk-1-Transkriptle\redéargvnt/-Catenin-Signalweg konnten wir
auch den inhibitorischen Effekt von exogen zugegelidkk-1 in hMSC zeigen, der in einer
Reduktion der transkriptionellen ExpressionstevéiM1-MMP einen Tag nach Stimulation
resultierte. Damit einhergehend war eine dosigajgh&bnahme der Proliferation sowie der
Invasivitat nach Stimulation mit Dkk-1 feststelllmniiber hinaus konnte durch Zugabe eines
neutralisierenden Antikérpers gegen Dkk-1 diezédtoladogen exprimiertem Dkk-1 beleuchtet
werden. Demnach zeigten derartig behandelte efeldnduktion der Wnt-Zielgen-Expression,
was wiederum bestatigt, dass hMSC in ihrem bakaleerungszustand unter Zellkultur-
bedingungen DKkk-1 exprimieren.

Schlussfolgerung

Aufgrund der erzielten Daten beziglich LRP6 uhdédg&ksich folgende Hypothese hinsichtlich
der Funktion dieser Faktoren im Watenin-Signalweg ableiten (Abb. F-1). In M3t exse

in hohem Mal3e regulierte Balance zwischen akdierei®@ignalen (wie den kanonischen Wnt-
Liganden oder z.B. auch den R-Spondinen) uretenddm Faktoren wie Dkk-1. Da Dkk-1 als
Rezeptor fur LRP6 zur Verfigung steht und daniBindieng aktivierender Wnt-Liganden
blockiert (Bafico et al., 2001), fuhrt die Abvessgnh LRP6 zu einer geringeren Inhibition des
Wnt-Weges. Dies wiederum kann in einer gestei@eddeng von Wnt-Liganden resultieren,
wobei der Wnt-Weg durch Akkumulation und Traimlokat -Catenin in den Zellkern aktiviert
und somit die Induktion der Wnt-Zielgen-Exprességiith wird.

Uber die Frage, welche Liganden den-Batenin-Signalweg aktivieren und von hMSC selbst
exprimiert werden, wurde bereits spekuliert.iétem bich neben Wnt3a weitere Wnt-Proteine
ebenso wie die neuerdings beschriebenen nichitmagrWwandten Mediatoren R-Spondinl und
auch Norrin an. So konnte z.B. gezeigt werdeNodassals Ligand fur den Fzd4/LRP6-Rezep-
torkomplex fungiert (Xu et al., 2004), was einbrspezifischen Prozess darstellt (Smallwood et
al., 2007).

Abb. FAL: Hypothese zur Erklarung tlenskriptionellen Wiltielgeninduktion nacikK Kociakolwwon LRP6.

Im Basalzustand von hMSC liegt eine BalanceviMiti@)schen der Situation, bei der die Wnt-Bizdun
Aktivierung des Wnt-Signalweges fuhrt (links)eam&dstand, in dem der Wnt-Weg durch Dkk-1-Bindung
inhibiert wird (rechts). Deswegen bewirkt derddmackon LRP6 eine Verschiebung des Gleichgewichts
zugunsten des aktivierten Status.
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2 Wnt/ -CammSignalweg in mMSC

Hintergrund

Obwohl die bisher beschriebémesitroDaten von hMSC lediglich Hinweise auf die Waithtigk
des Wnt/-Catenin-Signalweges unter physiologischen Begingligfern konnen, stellen sie
trotzdem die Grundlage fur weiterfihrende Exptrimi@n Gemeint ist die Etablierung eines
verlasslichem viveModells, das die Untersuchung der Rolle desskhannidurch Wnt3a
vermittelten Signalweges im natirlichen Zellveeban@djlicht. Beispiele hierfir sind artifizielle
transgene Tiermodelle, die eine Visualisierungntiéktivitat GUber das Einbringen eines
transkriptionell Tcf/Lef-abh&ngigen Reporters-@adaktosidase oder Ggiedn fluorescent
proteir), erméglichen (Maretto et al., 2003; Moriyarha2G¥). Hierbei handelt es sich vor allen
Dingen um Mausmodelle. Allerdings wurden die kotepoties Wnt-Signalweges in mMSC im
Speziellen bisher nicht erforscht, was aber @wgerme Voraussetzung flr die Konzeption von
geeigneterin vivoModellen darstellt, die auch eine UbertragbagkeiErdebnisse auf die
klinische Situation erlauben.

MmMSC besitzen ebenso wie die Pendants im hunsa@end®y Fahigkeit, in Knochen, Knorpel,
Fett und Muskel zu differenzieren (Pereira E294), Darlber hinaus ergaben weiterfihrende
Experimente, dass mMSC in neuronale Vorlauf@eddbury et al., 2000) umditrowiein
vivoin Lungen- und Nierenepithel (Anjos-Afonso 20@4.) differenzieren konnen. Dies macht
sie zu viel versprechenden Kandidaten fur dieifiberpdes therapeutischen Potentials von
mesenchymalen Stammezellen in klinikrelewanignMausmodellen.

Die meisten therapeutischen Ansatze beinhalteGesumenung der Zellen aus dem jeweiligen
Individuum, eine selektive Anreicherung und gegfhlsrgenetische Modifikatonvivesowie

die finale Reimplantationvivo Allerdings konnte wahrend dieser Prozessé IspeznimSC das
Auftreten von Chromosomenanomalien und damitebifigftgeinhergehende maligne Transfor-
mation beobachtet werden. Bei systemischer InfasiomVISC wurde ein Einwandern ins Lun-
genparenchym beobachtet, was schliel3lich zu sieesatkom-Bildung fuhrte (Aguilar et al.,
2007; Tolar et al., 2007). Ahnliche VorgangenkbenteMSC wohl aufgrund ihrer noch sehr
beschrankten klinischen Anwendung bislang nibatbea werden.

Hinsichtlich der Uberpriifung des Wattenin-Signalweges und seines moglichen Esndlusse
eine verbesserte Geweberegeneration, der aufgmed Beteiligung an den migratori-
schen/invasiven Eigenschaften von hMSC imptizistidie Etablierung eines geeigneten Maus-
modells von groRem Interesse. Als wesentliches®tatmg dafir sollten deshalb in diesem
Promotionsprojekt bereits die basalen Komponestai'nd/-Catenin-Signalweges in mMSC
untersucht werden, um spéater das mogliche Autitatesichenden viveEffekte im Vergleich

zu Daten aus hMSC-Zellexperimenten erklarenemn kénn
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F.2.1 Aktivierung des Signalweges

TOPReportersysteibasierte Analysiede@teEmimabhangigeTranskription

Die Experimente mit mMMSC wurden ebenso konzgptkejemigen mit humanen MSC. Zunéchst
erfolgte die Stimulation der Zellen mit Wnt3a i@ld was zur Akkumulation wie auch zur
Translokation vonCatenin in den Zellkern fuhrte und entsprechenld Western Blot- bzw.
RT-PCR-Analysen gezeigt werden konnte.

Zusatzlich zu den in hMSC gewahlten Nachweismethwde aber im Falle der mMSC auch das
TOP-Reporter-System verwendet, das die Visuglisisen -Catenin-abhangigen Expression
eines Reportergens (wie z.B. Luciferase) moghthmdazukiinftig auch im viveMausmodell
eingesetzt werden koénnte. Dieses 1997 erstmaligebese System (Korinek et al., 1997), das
aufgrund der Tcf/Lef-Bindungsstellen im PromatdRep@rtergens einen Indikator flr dessen
-Catenin-abhéngige Expression darstellt, konmi¢S@& nicht erfolgreich angewandt werden.
Der Grund hierfir lag in der sehr geringen ba&alenlungsrate kombiniert mit der fort-
schreitenden Seneszenz der hMSC wéahrend derufgjtibiese beiden Aspekte fallen bei den
mMSC weniger stark ins Gewicht, da sie einehdstitticere Proliferationsrate aufweisen
(Meirelles and Nardi, 2003), was eine stabifekli@nsles Reporterplasmids moéglich machte.

Einfluss auf die Regulation von-Zielgenen

Der im Rahmen dieser Arbeit generierte VektordieudZorteile einer sezernierten Form der
Luciferase aus dem Tiefsee-Cephaloatssia princefgFannous et al., 2005) zum Nachweis
ihrer -Catenin-abhangigen Expression. So konnte dié\thiBzx bzw. LiCl-Stimulation gestei-
gerte Translokation vofCatenin in den Zellkern durch die Induktion urakzellulare Frei-
setzung der Gaussia-Luciferase-Aktivitat bestétadgn. Umso mehr erstaunten die Ergebnisse
der Analyse der Expression endogener Wnt-Zidieme,Gegensatz zu hMSC lediglich die
Expression von Cyclin D1 und nicht diejenige +dovMNi#Tinduziert war. Dies deutet darauf hin,
dass die mRNA-Expression von MT1-MMP in mMSG@ -aBnde hMSC - nicht unter der
Kontrolle des Wnt-Signalweges steht.

Ahnliche Ergebnisse wurden kurzlich fir die npudimyoblastische Vorlauferzelllinie C2C12
beschrieben, bei der die Stimulation mit Wnt3amabdr transkriptionellen Induktion der MT1-
MMP-Expression resultierte (Nakashima and Tad@é)a,En Grund hierfir konnte in der
unterschiedlichen Struktur des humanen und miMireMMP-Promotors liegen.

Betrachtet man namlich den Promotor in beideesSpelem man ein 2600 bp langes Fragment
oberhalb des Starcodons vergleicht, so findetmmhamanen Promotor neben den bereits
publizierten Tcf/Lef-Bindungsstellen an den masitit404 bis -1411 sowie -900 bis -907
(Takahashi et al., 2002) noch eine weitere @nRa5B7 bis -2574. Interessanterweise scheint
nur die Consensus-Sequenz an Position -900 bis-8@irinen Promotor des MT1-MMP Gens
konserviert zu sein. Dies kénnte ein Grund fiumstileibende Induktion der mRNA-Expression
von MT1-MMP sowohl nach Wnt3a- als auch nachri@n in den von uns beschriebenen
Studien gewesen sein.

[BKUSSION 99



Einfluss auf dé élfetttiatisverlwahatien

Analog zu den Studien in hMSC wurden die Folggtindéation und damit Aktivierung des
Wnt/ -Catenin-Signalweges auf die Zellteilungsrate M8SCnantersucht. Hier konnte im Falle
von Wnt3a eine deutlich dosisabhangige Indukti®natieerationsrate tGber einen Zeitraum von
vier Tagen beobachtet werden, die im Einklarey tnéndkriptionellen Induktion der Cyclin D1-
Expression steht (Massague, 2004). Dies enteprédfekten der Stimulation in hMSC, aller-
dings konnte die Erhdhung der Proliferation zm éikeren Zeitpunkt, und ebenso wie die
Induktion der Wnt-Zielgen-Expression, bei niedrigenzentrationen beobachtet werden. Da das
von uns verwendete rekombinante Wnt3a murinenrdsspgvar, ist besonders hervorzuheben,
dass vergleichbare Effekte bei mMMSC mit jewaideetiWalfte der eingesetzten Konzentration
beobachtet werden konnten (75 ng/ml in mMSC A&dsug'ml Wnt3a in hMSC).

Einen weiteren Gegensatz zu hMSC ergab die BghamdliCl, dessen Fahigkeit, den Wnt-
Signalweg zu aktivieren (Klein and Melton, 19@8) Ahstieg der Cyclin D1-Expression (10 mM
LiCl) ebenso wie durciCatenin-abhéngige Gaussia-Luciferase-Expressibhuydd 10 mM)
gezeigt werden konnte, wenngleich diese Effekteveniger deutlich ausgepragt waren als bei
der Stimulation mit Wnt3a. Die niedrigere Stiomdktaft von LiCl ist auch aus der Literatur be-
kannt (Sievers et al., 2006). Allerdings waiCinkelri positiver Einfluss auf das Wachstums-
verhalten der mMSC feststellbar. Lediglich demalRtSC beobachtete negative, vermutlich
apoptotische Effekt konnte mit 40 mM LICl fedligestelen. Dieser mag an der nicht eindeutig
festgelegten Substratspezifitat von LiCl liegenelblen GSK-auch andere Proteine beeinflusst
(Price and Heninger, 1994). So spielt LiCl@yBoangen-Metabolismus eine Rolle und hat eine
inhibitorische Funktion auf die Inositol-Monophtesgd) die fur die Generierung sie®nd
messengertP3 (Inositoltriphosphat) bendtigt wird (Hallchdr Sherman, 1980). Wahrend
GSK-3 schon bei geringen Konzentrationen auf die haZidBeng reagiert, scheinen hohere
Konzentrationen andere Substrate zu betreffenmivasegativen Effekten auf die Zellen
einhergehen kann.

Einfluss auf ddsVasmsisverleahatien

Da die Aktivierung des WitIlatenin-Signalweges in hMSC mit einer gesteifjerésions-
fahigkeit einherging, wurde auch das invasivdt&fedier mMSC infolge der Wnt-Aktivierung
untersucht. Uberraschender Weise resultierteealeerdie Stimulation mit Wnt3a noch die mit
LiCl in einer erhdhten Invasionsrate durch Matfigiehehr konnte im Falle der Wnt3a-Stimu-
lation eine geringe und im Falle der LiCl-Behgraihendeutliche Verminderung der Invasion
beobachtet werden. Die drastische Reduktion afgvitéityvon LiCl-behandelten Zellen trat bei
Konzentrationen von 4 mM und 10 mM auf und kannrsonh auf moglicherweise apop-
totische Effekte zurickgefuhrt werden, die bétrdéferationsuntersuchungen erst bei 40 mM
zu beobachten waren.

Die niedrigere Invasivitdt von mMSC konnte zumeiesse durch die Beobachtung erklart
werden, dass die MT1-MMP-mRNA-Expression in |&mausziet unter der Kontrolle des
wnt/ -Catenin-Weges steht (Nakashima and Tamura,D2006gr hinaus weisen die eigenen
Daten in mMSC, wie bereits erwahnt, auf einesirapFamktion des Wr€atenin-Signalweges
hinsichtlich der MT1-MMP-Expression hin.
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Um zu untermauern, dass es bei den im Invasioegagssetzten Zellen trotz fehlender Effekte
der Wnt-Aktivierung auf die Invasivitdt dennoaineu Aktivierung des Wnt-Signalweges und
damit zu einer Translokation ve@atenin gekommen war, wurden zusatzlich RepbI8€-m
eingesetzt. Wahrend die dreitdgige Vorstimulati®Wm3a in einer deutlich dosisabhangigen
Induktion der Gaussia-Reporter-Aktivitat reseilti@mnte in den gleichen Zellen wiederum keine
Induktion der Invasionsfahigkeit beobachtet werden.

Zusammenfassend lassen diese Daten den Schdass die Cyclin D1-mRNA-Expression in
mMSC genauso wie in den humanen Pendants Ubentde@afénin-Weg reguliert wird,
wohingegen die MT1-MMP-Expression offenbar rechdiéfen Mechanismus gesteuert wird.
Dem zu Folge scheint die Rolle des Wnt-SignalufegjesSteuerung des Proliferationverhaltens
der mMSC beschrankt zu sein. Allerdings stetetaitieerte Analyse anderer an der Invasion
beteiligter Proteasen wie MMP-2 und MMP-9 ebendeewintersuchung der Rolle der natlr-
lichen Inhibitoren dieser Proteasen, der Tig&se (Inhibitors of Metalloproteinases allen
Dingen im Vergleich zu hMSC noch aus (Ri€08aDe Becker et al., 2007).

F.2.2 Inhibition des Signalweges

Vergleichbar mit den Experimenten in hMSC wuhdim anl1SC ein dualer Ansatz verwendet,
um die Rolle des Wnt-Signalweges in dieser Staopoiaion zu untersuchen. Hierbei erfolgte
der siRNA-vermittelte Knockdown v@atenin mit geringerer Effizienz als bei hMS@nad/ah
der von LRP5 ahnlich stark ausgepragt war.

Allerdings konnte der in hMSC lang andauerndeldmodkfekt von mehr als sieben Tagen in
MmMSC nicht reproduziert werden, was an der dedteten Proliferationsrate der mMSC liegen
kénnte. Dass die bei einer hoheren Proliferdtietesuge Verdinnung der siRNAs und die damit
kirzer wahrende Knockdown-Dauer an der Zelltatlengsd nicht an der Zell-internen Halb-
wertszeit der siRNAs liegt, zeigte eine Studimedidare Abhangigkeit der siRNA-Effekte von der
Proliferationsrate der transfizierten Zellen es¢Bartlett and Davis, 2006).

Auch in den Inhibitionsstudien galt die Visuatigider subzellularen Verteilung vw@atenin
als Indiz fur den Aktivierungsstatus des Wntv#egesl Hierbei konnte sowohl nach Knockdown
von -Catenin als auch von LRP5 eine verminderte Gaodsrase-Aktivitat beobachtet
werden, wodurch die Inhibition des Wa#tenin-Weges nachgewiesen worden war. Nichts-
destotrotz war nur eine Reduktion des Cyclin DA-BEvpessionsniveaus erkennbar, wahrend
die Transkriptmengen von MT1-MMP nach Knockdow@atenin und LRP5 unverandert blie-
ben.
In &hnlicher Weise war auch lediglich die Ptadifetand nicht die Invasivitat der siRNA-
transfizierten mMSC beeinflusst. Wahrend der hdtR8ekvn zu einer verminderten Zelltei-
lungsrate der transfizierten Zellen fiihrte, waerdiffekt nach Knockdown ve@Gatenin
weniger stark ausgepragt. Dies konnte in deregemirgnockdown-Effizienz der eingesetzten
-Catenin-siRNA im Vergleich zu derjenigen fubégrBbdet sein.

[BKussiON 101



Ebenfalls analog zu den hMSC-Daten konnte audis@ em direkter Zusammenhang zwischen
der Cyclin D1-Expression und der Proliferatigksféiler Zellen gezeigt werden, da der Knock-
down von Cyclin D1 in einer verminderten Pradifisrate resultierte. Ausserdem konnte die
Wnt3a-vermittelte Induktion der Zellteilungsrat€yiolin D1-Knockdown-Zellen nicht mehr

erreicht werden. Ob Cyclin D1 auch fur die IngdesioiMSC relevant ist, wie es fur andere Zell-
typen beschrieben wurde (Li et al., 2006), isthmeR dieser Arbeit jedoch nicht untersucht
worden.

F.2.3 Uberexpression von Wnt3a in mMSC

Sowohl in hMSC als auch in mMSC konnte gezeign, wiarss Wnt3a den kanonischen,
-Catenin-abhangigen Wnt-Signalweg aktivieren Kemmoch wird dieser Wnt-Ligand von
hMSC nicht endogen exprimiert. Ob dagegen mMaNMiIatBkénnen, ist bisher nicht unter-
sucht worden.

Da aus der Literatur bekannt ist, dass die Brpunessvor allen Dingen die Sekretion des aktiven
Wnt3a-Proteins ein komplexer Prozess ist, wolltezsten, ob murine mesenchymale Stamm-
zellen in der Lage sind, Wnt3a infolge einer fifbesion zu sezernieren. Nach Synthese im ER
wird Wnt3a glykosyliert und durch das ER-Ppotreupie palmytoiliert (Kadowaki et al., 1996),
woraufhin es aus dem Golgi-Apparat austretendtharnmu Vesikeln an die Zelloberflache
gebracht wird. Der Prozess der Sezernierungekshii@zlich mit der Entdeckungvaeess
(WLS) Proteins aufgeklart werden, das unabhdnglgr iapidmodifikation essentiell fir die
Sekretion Wnt-exprimierender Zellen notig isigBaetzal., 2006; Bartscherer et al., 2006).

Ob mMSC das Protein WLS exprimieren wurde tighsschrieben, allerdings deuten unsere
Daten darauf hin, dass zumindest mMSC in deindag&tepisches Wnt3a zu exprimieren und
in aktiver Form zu sezernieren. Dies konnte engsl€xpressionsplasmids (pN3-Wnt3a) gezeigt
werden, das im Labor generiert wurde und dieekddi&equenz fur humanes Wnt3a tragt. So
ergab die transiente Transfektion des PlasmiugnBiBin Tcf/Lef-Reporterzellen eine Erh6hung
der Luciferase-Aktivitat im Vergleich zu Korlteol)zie mit einem Leervektor behandelt wurden
(pPN3-Mock). Dariiber hinaus deuten die erhéiatenin-Proteinmengen darauf hin, dass diese
Induktion aufgrund der Sekretion und der anscllef3@utokrinen Bindung an die Zellen
erfolgte. Hiermit konnte zumindest fir mMSC nicltien Fahigkeit nachgewiesen werden, das
Wnt3a-Signal zu empfangen, es wurden vielmehHawebise auf die Moglichkeit, aktives
Wnt3a zu sezernieren, erhalten.
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-3 Komparative Analyse &apEegsiessian Kz Htelzeptoren
in hMSC und mMSC

Frizzled-Rezeptoren sind aufgrund ihrer Struktigr familie der G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren (GPCR) einzuteilen, die mit etwa 50 % d&eilGler Zielstrukturen von Medikamenten

einnehmen (Takahashi-Yanaga and Sasaguri, 260%b0Oim besonderen Mal3e ihre Wichtig-
keit hervor und stellt, gepaart mit der Rolle desighalweges bei vielen entwicklungsbiolo-

gischen, neoplastischen und regenerativen Prdfestan and Brabletz, 2007; Aguilera et al.,
2007), ein aul3erordentlich interessantes uncelévaltes Forschungsfeld dar.

Um die Frage nach dem bzw. den beteiligten Bed3\fiterleitung des Wnt3a-Signals in hMSC
und mMSC zu beantworten, war zunachst eine genatr@s<der Expression der 10 verschie-
denen Fzds von grol3er Bedeutung, was ebenfaligaBdgdieser Arbeit darstellte. Dabei konnte
in hMSC die basale Expression aller Fzds gezkbgt aleerdings in unterschiedlich hohen
Expressionsraten, was vor allem im Fall deedegeniExpression von Fzd9 und Fzd10 deutlich
wurde. Dies steht jedoch nur partiell im Einklardgmbisher publizierten Daten. Denn zwei
andere Arbeitsgruppen, die ebenfalls das Fz&iaxgpesfil in hMSC untersuchten, kamen zu
der Erkenntnis, dass Fzd9 (Boland et al., 20082d#zw-zd7, Fzd8 und Fzd10 (Etheridge et al.,
2004) nicht exprimiert werden.

Ebenso wie in hMSC haben wir auch das Fzd-BEsprefisio0n mMSC untersucht, wozu es
keinerlei Vergleichsdaten in der Literatur gitetisNdemiquantitativer RT-PCR konnte hierbei die
Expression aller Rezeptoren nachgewiesen wengeayele- entsprechend den hMSC-Daten -
mit deutlich unterschiedlichen ExpressionsleielBx@ession von Fzd10 stellte sich dabei im
Vergleich zu den restlichen Rezeptoren, dhrdieh kintersuchungen in hMSC, auffallig niedrig
dar.

Insbesondere vor dem Hintergrund, dass FzdsRasp@B{ive Zielstrukturen fur eine Medika-

mentenentwicklung darstellen und der Tatsaché dassren Experimenten in hMSC vor allen
Dingen Fzd8 besonders auffiel, scheint auchkiieftiguein Vergleich zur Situation in mMSC

von ausserordentlich hohem Interesse. Um darchragienRolle von Fzd8 unter physiologischen
Bedingungen fir die MSC-Funktion genauer untersuch@nnen, wirde sich ebenfalls ein

in vivoMausmodell anbieten, mittels dessen die Hypettadsiert werden konnte, dass Fzd8

negativ reguliert wird, um das Wnt3a-vermittgitalSeinzudammen.
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44 Resumedes WniSignalweges in MSC

Wie in Abb. F-2 zusammenfassend dargestelltragn wawohl in hMSC als auch in mMSC
diverse Komponenten des WeHttenin-Signalweges auf verschiedenen Ebensuoalrter

Abb. FR2- Schematischéibehslitk dibébdiel iceiamisse tedaDdfeninSignalweges in MSC.

(Detaillierte Erklarung im Text)

Die Stimulation mit Wnt3a bzw. LiCl konnte eitblgriegesetzt werden, um den kanonischen
Wnt/ -Catenin-Signalweg zu aktivieren, was Uber disé\dalr Expression der Wnt-Zielgene
Cyclin D1 und MT1-MMP erfolgte. Zudem resuligeAktidtierung in einer gesteigerten Zelltei-
lungsrate ebenso wie in einer Erhdéhung der tavalswviMSC, wobei die invasionsregulierende
Funktion des Wnt-Signalweges erstmalig fur hM&gt gezden konnte. Kontrare Daten wurden
bei der Analyse der gleichen Prozesse in muri@egeridien, da die Stimulation dieser Zell-
population mit Wnt3a in einer verminderten Expresm MT1-MMP resultierte, was auch mit
einer reduzierten Invasivitat einherging.

Eine zusatzliche Bestatigung der Beobachtund¢8@wiurde in den Knockdown-Experimenten
von -Catenin und LRP5 bei hMSC erhalten, die dandosr deutlich machten, dass es einen
basalen Wnt-Aktivierungszustand in diesen ZbtleDigiProzesse, die nach Wnt3a-Bindung an
seinen putativ heterodimeren Rezeptor aus LRRRBSwnNd Fzd im Zellinneren ablaufen und
maoglicherweise G-Proteine beinhalten, sind in gdA8l@&h unerforscht und machen sie zu
einem wichtigen zukinftigen Forschungsobjeksandbee aufgrund der Tatsache, dass G-Pro-
tein-gekoppelte Rezeptoren eine wesentliche uktalstfir die Wirkung von zahlreichen
Medikamenten darstellen.
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Ebenso waren Experimente von aulR3erordentliciPhiohi&it, die den Rezeptorkomplex fir die
Wnt3a-vermittelte Signalweiterleitung beinhalteninDdieser Arbeit erhobenen Daten weisen
auf eine essentielle Rolle von LRP5 hin, wahrénd &Rgegen den Erkenntnissen aus anderen
Zellsystemen (Khan et al., 2007) — nur eine arderge Rolle zu spielen scheint. Dennoch kann
der Nachweis einer Regulation der mRNA-Expresdi®tPé in hMSC durch Wnt3a-Stimulation
von hMSC als sehr interessante Beobachtung geweateet. Dies ist besonders hinsichtlich der
Funktion von LRP6 als Rezeptor flur Dkk-1 von Imbesse. Dkk-1 wird ebenfalls von hMSC
exprimiert und Gber den Wr@atenin-Signalweg reguliert. In hMSC haben Wwieiaeckonsti-
tutive Expression von Dkk-1 festgestellt. Betracitedie mRNA-Expression von LRP6 und
Dkk-1 unter dem Gesichtspunkt der negdaeebaciRegulation, so fuhrt mdglicherweise die
Induktion der beiden Gene zu einem Einddmmen tBasv&vmittelten Signals. Dies kdnnte
auch die beobachteten Effekte nach Knockdown R@rerkiiren, wonach die Wnt-Zielgen-
Expression (gemessen an Cyclin D1, MT1-MMPlks@iedbkiert war.

Insgesamt betrachtet scheint es eine in hohenmabtg&timmte Balance zwischen aktivierenden
und inhibierenden Signalen zu geben, die einehiditgade Aktivierung des W@tAtenin-
Signalweges verhindert. Dass dies auch eineimsbleekRelevanz beinhaltet, wird durch eine
Vielzahl von Berichten verdeutlicht, wonach esnegDation des WntCatenin-Signalweges
mit Erbkrankheiten (Luo et al., 2007) oder mdtigtagtungen (Polakis, 2007) einhergehen kann.

Geht man allerdings nicht nur von einer paraksoraern auch — wie im Falle von Dkk-1 - von
einer autokrinen Regulation des Wa#tenin-Signalweges in hMSC aus, so steht dien&cich
anderen Wnt-Liganden noch aus. hMSC exprimieBannwht selbst, sondern scheinen in ihrer
naturlichen Nische parakrin auf den Wnt3a-Stimulesagieren (Baksh and Tuan, 2007). Wenn
auch in der vorliegenden Promotionsarbeit nicht aiaem Wnt-Ligand gesucht wurde, der
autokrin das kanonische Wnt-Signaling induziemanukd moglicherweise antagonistisch zu
Dkk-1 agiert, so existieren doch Vorarbeiten demreaf-orschergruppen, die auf autokrine Wnt-
Liganden hinweisen. So ist bekannt, dass hM&weisp in der Lage sind, Wnt5a zu expri-
mieren (Etheridge et al., 2004; Boland et al. B2B@4 et al., 2007), das je nach Rezeptorkomplex
den kanonischen WntCatenin-Signalweg sowohl aktivieren als aucieiahikann (Mikels and
Nusse, 2006). Weitere, wenn auch nicht einhé&itkematnisse wurden beziglich der Expression
des kanonischen Wnt-Liganden Wntl (Boland &04l.,E2heridge et al., 2004; Baksh et al.,
2007) oder des erst kurzlich beschriebenen LigRu8jmndinl erhoben, der seine Effekte
ahnlich wie bzw. synergistisch zu Wnt3a ausubét(Alei 2007). Dieser Ligand ist vor allem
deshalb so interessant, weil Fzd8 und LRP6 \asadtesortlichen Rezeptoren beschrieben
wurden (Nam et al., 2006).

Wie wir hier zeigen konnten, werden sowohl LRR@&FalEzd8 in hMSC exprimiert, wobei die
Fzd8-Expression einer negativen Regulation duBeshuterliegt. Bezlglich der Gesamtheit der
Fzds konnte allerdings die Frage nach dem (déigtdrefzd(s) fur Wnt3a nur partiell beant-
wortet werden. So wurde erstmalig die ExpressidiOdfzd in hMSC und mMSC nachgewiesen
und gezeigt, dass Fzd8 in hMSC nicht selbseplerRér Wnt3a zu dienen scheint. Inwiefern
die Fzd8-Regulation eine wesentliche Rolle fBaldiece des WnCatenin-Signalweges in
hMSC spielt, bleibt zu untersuchen und steltreangiges Ziel kiinftiger Arbeiten dar.
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&  Schlussfolgerungen und Ausblick

Abschlie3end bleibt festzustellen, dass zu BegiRrochotionsarbeit die molekularen Mecha-
nismen des WntCatenin-Signalweges in der MSC-Biologie weitgetgaidart waren und z. T.
auch jetzt noch sind. Die eigenen Daten konnt&kintigbhdngige Regulation der Invasion
zeigen und zumindest partiell dazu beitragen,glemde liegenden Mechanismus aufzudecken.
So lassen z.B. die Untersuchungen zur ExpressiBR&oDkk-1 und Fzd8 sowie deren Rolle in
der hMSC-Biologie auf eine feinjustierte RegutkfohVnt/-Catenin-Signalweges schliel3en.
Mit weiterfuhrenden Analysen der verantwortlickeehavlismen kdnnte langfristig der Grund-
stein fUr eine pharmakologische Manipulation dés®@détenin-Signalweges gelegt werden, um
zum einen Wnt-abhéngige Tumoren besser bekampi@mnen, ohne dabei Wnt-regulierte
Stammzelleigenschaften zu beeintrachtigen. Zumerarmetet ein detailliertes Verstandnis
dieser Signaltransduktionskaskade auch die Miglidbkregenerative Kapazitdt endogener
Stammzellen nicht nur bei schweren Verletzungdernsauch im Rahmen von degenerativen
Erkrankungen gezielt zu fordern.

Die Bedeutung der Kenntnisse der Regulationssraehades WntCatenin-Signalweges in
hMSC kommt insbesondere dann zum Tragen, wemnm&oke in der Steuerung des Inva-
sionsverhaltens dieser Stammzellpopulation bé&2kstiders wichtig ist dies vor dem Hinter-
grund, dass der WntCatenin-Signalweg auch bei zahlreichen Tumogeandugenetischer
bzw. epigenetischer Veranderungen persistieiignigtakies fihrt schliellich dazu, dass derar-
tige Zellen stark proliferierende Eigenschafteassogjiert mit einem hohen invasiven Potential
aufweisen, was die Grundvoraussetzung fur des étaiumetastasierenden Tumorerkrankung
darstellt. Somit lage es auf der Hand, Tumorthezapentwickeln, die eine Interferenz dieses
gestorten Gleichgewichts in der Wnt-Signaltraimstikaskade zum Ziel haben. Da aber die
Steuerung von Stamm- und Tumorzellen oftmals dlasgben Signaltransduktionskaskaden
erfolgt, ist bei einer Inhibition des W@#&tenin-Signalweges im Rahmen einer Tumortherapie
grof3te Vorsicht geboten, um nicht das endogenaZ&iputential ebenfalls zu stdren. Dies war
z.B. in einem murinen Darmkrebs-Modell der Fdlirclwadenovirale Dkk-1-Administration die
gastrointestinale Stammzellnische zerstoért wiasleguwwn Tod der Mause fuhrte (Kuhnert et al.,
2004).

Grundsatzlich ist mit einem fundierten Wisserchtiiesi der molekularen Mechanismen eine
gezielte Manipulation des Wilatenin-Signalweges auf jeder Ebene denkbatr §Lu@Qao7)
(Abb. G-1), wie dies zum Teil auch in der vokiedromotionsarbeit erfolgte.

Auf der extrazellularem Ebene angefangen, kommtberspielsweise durch RNAI oder auch
durch neutralisierende Antikoérper die Ligandest selihrer Funktion inhibieren oder die
naturlichen Inhibitoren bzw. Antagonisten in Ragim@mTumortherapie einsetzen. So wurde z.B.
die Invasionsfahigkeit von SAOS-2 Zellen dummkatedkk-3 Expression und durch den Einsatz
einer LRP5 dominant-negativen Mutante reduzierhg(Hgd al., 2004). In einem anderen
Experiment machte sich eine amerikanische Auppisdie Wnt-bindenden Eigenschaften der
CRD des Fzd8 zunutze und generierte damit dinkendd/nt-Rezeptor. Dieser konnte sowohl
in vitro und als aucln vivo appliziert werden und reduzierte das autokrineSigihal der
Tumorzellen in kompetitiver Weise (DeAlmeid2@d3).
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Neuerdings mehren sich auch Berichte Ubensafmoleculeglie hinsichtlich ihres Effektes
auf den Wnt/-Catenin-Signalweg getestet werden. Ein Beisfiiedast erst kirzlich beschrie-
bene Purin-Derivat QS11 dar, das in einem Hosht8dreening von 100.000 solcher synthe-
tischer Heterozyklen gefunden wurde und synehngistig/nt3a agiert (Zhang et al., 2007).

Abb .@=1: Moglichkeiten zur Beeinflussung des WidfenirSignalwegss

(Detaillierte Beschreibung im Text)

Auf intrazellularer Ebene sind ManipulationenR@ruAd Axin2 denkbar, vor allen Dingen aber
die direkte Wirkung auf cytoplasmatisefiatenin-Level (Verma et al., 2003; Luu et 4., 200
Ebenso ist GSK-8Is ein mogliches Ziel von pharmakologischeesdatevas auch in der Ver-
gangenheit schon gezeigt wurde. Dies betrifflerordie Entdeckung der synthetischen Verbin-
dung6-bromoindirubin-3"-oxim@lO) und dessen Funktion als Agonist im Wiv&ig(Bato

et al., 2004).

Auf nukledrer Ebene kommen insbesondere dieiplicsskktoren der Tcf/Lef-Familie als
Zielmolekile (Lepourcelet et al., 2004) inktusivinieraktion mit-Catenin in Frage. In diesem
Kontext wurden bereits eine Vielzahl natirlich@ndimgen daraufhin getestet, ob sie die
Komplexierung vorCatenin und Tcf/Lef verhindern kénnen.

Nicht zuletzt sollten bei einer therapeutischdlusEmhme die moéglichen Synergien des
Wnt/ -Catenin-Signalweges mit anderen Signaltransgdilskaden bedacht werden. So wurde
beispielsweise in hMSC die Kooperation des WlarnTiGF-Signalweg beschrieben, die nicht
erst im Nukleus, sondern schon im Cytoplasma bigmet al., 2006; Liu et al., 2006; Amini et
al., 2007). Je weiter oben man in den \@aténin-Signalweg eingreift, desto wahrscheinliche
ist die Interferenz mit zusatzlichen Signalwegserallerdings auch von Vorteil sein kann, wenn
man beispielsweise in Tumorzellen zwei Signaleved®. wien WntCatenin- und den TGF-
Signalweg gleichzeitig inhibieren will (Torraate 2200).
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