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                                                                                                                        ZUSAMMENFASSUNG 1 

AAAA ZusammenfassungZusammenfassungZusammenfassungZusammenfassung    
 
Mesenchymale Stammzellen (MSC) stellen aufgrund ihres Differenzierungspotentials einen großen 
Hoffnungsträger in der regenerativen Medizin dar. Entsprechend zahlreicher zell- und tierexperi-
menteller Untersuchungen scheint die klinische Anwendung dieser adulten Stammzellpopulation 
im Rahmen einer Zelltherapie in greifbare Nähe zu rücken, wobei MSC als Basis für einen Patien-
ten-spezifischen Zell- und Gewebeersatz dienen könnten. In welcher Weise die regenerative 
Kapazität der MSC durch spezielle Signaltransduktionsmechanismen gesteuert wird, ist jedoch 
noch weitgehend unbekannt.  
 
Vor diesem Hintergrund wurde in der hier vorliegenden Arbeit der Wnt/� -Catenin-Signaltrans-
duktionsweg sowohl in humanen (hMSC) als auch in murinen (mMSC) mesenchymalen Stamm-
zellen untersucht. Diesem komparativen Ansatz lag das Ziel zugrunde, Gemeinsamkeiten und 
Unterschiede in diesen beiden Zellentitäten zu evaluieren, um damit langfristig den Grundstein für 
die Übertragbarkeit von Daten aus nachfolgend geplanten murinen in vivo-Modellen auf die 
klinische Situation legen zu können. 
 
Hierzu wurden zunächst die Basis-Komponenten des Wnt/� -Catenin-Signalweges vergleichend 
analysiert. Eine Aktivierung des Wnt-Signalweges wurde über Stimulation mit Wnt3a bzw. LiCl in 
beiden Zellspezies sowie in einem RNA-Interferenz (RNAi)-basierten Ansatz durch Knockdown der 
für den � -Catenin-Abbaukomplex essentiellen Proteine APC und Axin2 in hMSC erreicht, während 
eine Inhibtion durch die Transfektion von small interfering RNAs (siRNAs) gegen das transkrip-
tionsaktivierende Protein � -Catenin bzw. den Wnt-Korezeptor LRP5 induziert wurde. Dabei zeigten 
sich neben zahlreichen Gemeinsamkeiten unter anderem hinsichtlich der Proliferation auch klare 
Unterschiede zwischen hMSC und mMSC. Dies betraf insbesondere die Steuerung von Matrix-
Metalloproteinase (MMP)-mediierten Invasionsprozessen, die im Falle von hMSC eine deutliche 
Wnt-Abhängigkeit aufwiesen, während die Invasionsfähigkeit von mMSC nicht durch den Wnt-
Signalweg reguliert wurde. Diese Unterschiede in den zellulären Phänotypen spiegelten sich 
vorwiegend in einer Spezies-divergenten Regulation der Matrix-Metalloproteinase MT1-MMP 
wider, da nur in hMSC die Aktivierung der Wnt-Signaltransduktionskaskade mit einer vermehrten 
MT1-MMP-Expression einherging.  
 
Darüber hinaus konnte das Tcf/Lef-Reporter-System in mMSC etabliert werden, das die Quanti-
fizierung � -Catenin-abhängiger Expression ermöglicht. Dies erfolgt mit Hilfe eines Reporter-
proteins, dessen Expression nur nach Translokation von � -Catenin in den Zellkern induziert wird. 
Mit diesem System konnte unter anderem auch der Nachweis der funktionellen Plasmid-kodierten 
Wnt3a-Expression erbracht werden. 
Derartig generierte Reporter-mMSC könnten vor allen Dingen hinsichtlich einer Anwendung im in 
vivo-Mausmodell von großem Vorteil sein, da Wnt-aktive MSC mittels eines in vivo-Imaging-
Systems visualisiert werden können, um ihre Rolle bei Geweberegenerationsprozessen aufzuklären.



 

2   ZUSAMMENFASSUNG 

 
In einem weiteren Teilprojekt wurde die Wirkung von Dkk-1, einem Inhibitor des kanonischen Wnt-
Signalweges, in hMSC eingehend untersucht. Dabei stand die Analyse der Wechselwirkungen 
zwischen Dkk-1 und seinem Rezeptor LRP6 im Vordergrund. Versuche zum LRP6-Knockdown 
brachten ein komplexes Regulationssystem zutage, das eine feinjustierte Balance zwischen akti-
vierenden und inhibierenden Signalen impliziert. Die Ergebnisse zusätzlicher RNAi-basierter 
Experimente wiesen außerdem auf eine funktionelle Divergenz von LRP5 und LRP6 hin. So 
vermittelt der Wnt-Korezeptor LRP5 vornehmlich aktivierende Signale, wie sie z.B. durch Wnt3a 
ausgelöst werden, während LRP6 hauptsächlich eine repressive Funktion beispielsweise durch 
Bindung von Dkk-1 zuzuordnen ist. 
 
Da neben den LRP-Rezeptoren auch Frizzled-Rezeptoren (Fzd) eine wesentliche Rolle bei der Wnt-
Signalerfassung spielen, wurde zunächst das Fzd-Expressionsprofil in hMSC und mMSC mittels 
semiquantitativer RT-PCR-Analysen näher untersucht. Dabei zeigte sich, dass alle bisher bekannten 
10 Fzds auch in MSC exprimiert werden, dieses jedoch in unterschiedlichem Ausmaß. Zudem 
ergaben Wnt3a-Stimulationsexperimente in hMSC, dass die Expression von Fzd8 negativ durch 
Wnt3a beeinflusst wird. Um die Bedeutung von Fzd8 näher zu evaluieren, wurden daher Fzd8-
Knockdown-Experimente durchgeführt. Diese ließen erkennen, dass die hMSC-Proliferation maß-
geblich von der Fzd8-Expression abhängt, wobei allerdings Fzd8 keinen direkten Rezeptor für 
Wnt3a darstellt.  
 
 
 
Zusammenfassend spiegeln die in der vorliegenden Promotionsarbeit erhobenen Daten zum Teil 
eindeutige Unterschiede zwischen basalen Wnt-regulierten Prozessen in hMSC und mMSC wider, 
denen insbesondere bei der präklinischen Validierung von therapeutischen Strategien in Maus-
modellen eine tragende Rolle zukommt. Da der Wnt/� -Catenin-Signalweg maßgeblich an der 
Steuerung des invasiven Verhaltens von hMSC beteiligt ist, wie dies in ähnlicher Weise von 
anderen Forschergruppen auch für die Metastasierung von Tumorzellen nachgewiesen werden 
konnte, erscheint es zukünftig von vorrangigem Interesse, die hier erhobenen in vitro-Daten in 
einem in vivo-Mausmodell zu evaluieren. In diesem Kontext kann allerdings nur durch einen 
komparativen Ansatz, wie er dieser Arbeit zugrunde liegt, die Basis für ein Spezies-relevantes drug 
design bezüglich des Wnt-Signalweges entwickelt werden, um schließlich aussagekräftige Stamm-
zelltherapien bzw. Anti-Tumorstrategien entwickeln zu können.  
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BBBB EinleitungEinleitungEinleitungEinleitung    

B.1B.1B.1B.1 StammzellenStammzellenStammzellenStammzellen    

B.1.1B.1.1B.1.1B.1.1 DefinitionDefinitionDefinitionDefinition    

Die Begriffsbestimmung der Stammzelle basiert auf der Fähigkeit zur Selbsterneuerung gepaart mit 
der Eigenschaft, in verschiedene Zelltypen zu differenzieren (Weissman, 2000; Cai et al., 2004). Dies 
setzt eine gleichzeitige symmetrische (Selbsterneuerung) und asymmetrische (Differenzierung) 
Zellteilung voraus (Morrison et al., 1997; Martin-Rendon and Watt, 2003). Darüber hinaus gibt es 
kontroverse Definitionen, die neben einer lebenslangen Selbsterneuerungsfähigkeit einen substan-
tiellen Beitrag zur Geweberegeneration fordern (Cai et al., 2004). Derartige Zellen wurden bislang 
in zahlreichen Gewebetypen des menschlichen Körpers gefunden (Korbling and Estrov, 2003).  
 
Ein weiteres wichtiges Kriterium ist die entwicklungsgeschichtliche Herkunft der Stammzellen. So 
unterscheidet man embryonale Stammzellen (ES) von solchen, die in adulten Geweben zu finden 
sind. 1981 konnten erstmalig ES-Zellen aus der inneren Zellmasse einer murinen Blastocyste ge-
wonnen und in vitro kultiviert werden, was die Grundlage für die Generierung von ES-Zelllinien 
darstellt (Evans and Kaufman, 1981). Aus humanen Blastocysten wurden ES-Zellen dagegen erst in 
den späten 90er Jahren isoliert (Thomson et al., 1998). ES-Zellen bezeichnet man als pluripotent, 
was die Fähigkeit beinhaltet, in alle embryonale Gewebe zu differenzieren, wohingegen eine 
befruchtete Eizelle als totipotent gilt, da sie auch extraembryonale Gewebe (Trophoektoderm) 
bilden kann. 
 
In der Embryonalentwicklung erfolgt zunächst die Spezifikation in die drei embryonalen Keim-
blätter Ektoderm, Mesoderm und Endoderm. In der Folge werden die daraus entstehenden Zellen 
als multipotent bezeichnet, da sie bereits ein eingeschränkteres Differenzierungspotential auf-
weisen. Dieser Stammzellhierarchie weiter folgend werden die Zellen als oligo- und unipotent 
bezeichnet, wobei allerdings eine genaue Abgrenzung nur sehr schwer zu finden ist. So führte bei-
spielsweise die Entdeckung der multipotent adult progenitor cells (MAPC) (Jiang et al., 2002a) zur 
Konfusion dieser Begriffsbestimmungen, da hier die bis dato angenommene Oligopotenz von im 
Knochenmark residierenden Stammzellen widerlegt wurde. Die MAPC weisen nämlich offen-
sichtlich multipotente Eigenschaften auf. 
 

B.1.2B.1.2B.1.2B.1.2 Adulte Stammzellen Adulte Stammzellen Adulte Stammzellen Adulte Stammzellen     

Adulte Stammzellen zeichnen sich neben ihrer Zugehörigkeit zu einem Gewebe des postnatalen 
Organismus insbesondere dadurch aus, dass sie in verschiedene Zelltypen des entsprechenden 
Gewebes differenzieren können (Korbling and Estrov, 2003). Solche Gewebe-spezifischen adulten 
Stammzellen sind vor allem für Haut, Leber, Muskeln und das Knochenmark beschrieben worden 
(Korbling and Estrov, 2003). Darüber hinaus scheinen komplexe Organe wie die Lunge oder die 
Niere nicht durch einen einzigen Stammzelltyp aufrechterhalten zu werden. Vielmehr wird das 
Zusammenwirken verschiedener Stammzelltypen hinsichtlich der Gewebe-Homöostase dieser 
Organe diskutiert (Cantz et al., 2007).  
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Die Fähigkeit der Stammzellen, in verschiedene Richtungen zu differenzieren und damit in den 
Zellzyklus einzutreten oder „in Ruhe“ (quiescence) zu verbleiben, wird durch das Zusammenspiel 
multipler Faktoren reguliert, um die Balance zwischen Selbsterneuerung und asymmetrischer 
Zellteilung zu halten. So gibt es Gentranskripte, die schon vor der Zellteilung asymmetrisch in den 
Vorläuferzellen vorhanden sind und während der Mitose auch unterschiedlich zwischen den 
Tochterzellen aufgeteilt werden. Zudem kann man von einem speziellen Genexpressionsmuster 
ausgehen, das in Stammzellen für die Steuerung symmetrischer Zellteilungen verantwortlich ist. 
Darüber hinaus existieren zahlreiche externe Faktoren in der Stammzellnische, die Selbsterneu-
erung und asymmetrische Zellteilung steuern, wie z.B. notch, numb und piwi (Cai et al., 2004).    
 

B.1.2.1B.1.2.1B.1.2.1B.1.2.1 Humane mesenchymale Stammzellen Humane mesenchymale Stammzellen Humane mesenchymale Stammzellen Humane mesenchymale Stammzellen     

Grundsätzlich können im Knochenmark zwei Stammzellpopulationen unterschieden werden, 
nämlich die hämatopoetischen Stammzellen (HSC) und die mesenchymalen Stammzellen (MSC). Im 
Rahmen der Isolierung der beiden Stammzellpopulationen aus dem Knochenmark erfolgt eine 
basale Unterscheidung hauptsächlich über die selektive Adhärenz der MSC an Plastik, zu der HSC 
nicht befähigt sind.  

Für beide Stammzellpopulationen wurde ein multipotentes Differenzierungspotential beschrieben. 
So wurde für HSC, die bislang die am besten charakterisierte Stammzellpopulation darstellen, auch 
eine Beteiligung an der Regeneration von nicht-hämatopoetischen Geweben wie Haut, Lungen-
epithel, Leberparenchym, Nierenepithel, Pankreas und Skelettmuskel nachgewiesen (Herzog et al., 
2003; Grove et al., 2004). Bei MSC konnte sowohl in vitro als auch in vivo die Fähigkeit in Knochen, 
Knorpel, Sehne, Muskel und Fettgewebe zu differenzieren gezeigt werden (Baksh et al., 2004).  

Interessanterweise ist in der Literatur eine morphologische Heterogenität der humanen mesenchy-
malen Stammzell-Population (hMSC) beschrieben (Pittenger et al., 1999; Muraglia et al., 2000), die 
einen Grund für die unterschiedlichen Eigenschaften der einzelnen Subpopulationen darstellen 
könnte. Pionierarbeiten auf dem Gebiet der Aufklärung dieser Heterogenität stammen von der 
Arbeitsgruppe von Darwin Prockop, die zu den bis dato bekannten zwei Untergruppen eine dritte 
deklarierte (Colter et al., 2001; Smith et al., 2004) und ihre zellulären Eigenschaften näher charak-
terisierte. So kann man in einer hMSC-Population die spindelförmigen von den großen kuboidalen, 
abgeflachten Zellen (Colter et al., 2000) und den sehr kleinen RS-Zellen (rapidly self-renewing) 
unterscheiden (Colter et al., 2001).  
 
Diese Populationsheterogenität, von der mit hoher Wahrscheinlichkeit auch in vivo auszugehen ist, 
impliziert ein Modell für die Differenzierung der Zellen in vivo (Abb. B-1), wonach es verschiedene 
Reifestadien der hMSC gibt, die unterschiedlich potente Vorläuferzellen mit variablem Differen-
zierungspotential beinhalten. Dies hat zur Folge, dass während der Reifung in eine bestimmte 
Richtung die Fähigkeit zur Selbsterneuerung gemeinsam mit dem uneingeschränkten Differen-
zierungspotential abnimmt (Baksh et al., 2004).  
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Abb. Abb. Abb. Abb. BBBB----1111::::    Modell der Differenzierung von Modell der Differenzierung von Modell der Differenzierung von Modell der Differenzierung von 
hMSC hMSC hMSC hMSC in vivoin vivoin vivoin vivo....        

Die hMSC-Population besteht in vivo aus 
Zellen mit verschiedenen Differenzierungs-
potentialen. Von oben nach unten darge-
stellt ist die Fähigkeit zur Differenzierung in 
verschiedene Richtungen vermindert. Des 
Weiteren nimmt während der Differenzie-
rung das Proliferationsvermögen ab.  
(modifiziert nach Baksh et al., 2004) 

 
 
 
Die Identifizierung von hMSC mit Hilfe eines einzigen definierten Markers ist auch Jahre nach ihrer 
Erstbeschreibung (Friedenstein et al., 1970) nicht möglich. Als Goldstandard galt und gilt selbst 
heute noch der CFU-F (colony forming unit-fibroblast)-Assay. Dieser dient dem Nachweis adhä-
renter, spindelförmiger Zellen, die die Fähigkeit zum klonalen Wachstum aufweisen. Da die 
Nomenklatur mit der Entdeckung zahlreicher Subpopulationen sowie unterschiedlicher Isolie-
rungsmethoden inhomogen ist, wird die selektive Adhärenz an Plastik als Hauptkriterium 
verwendet (Horwitz et al., 2005). Aufgrund eines mangelnden singulären Markers steht der defini-
tive Beweis der Existenz der hMSC in vivo noch aus. Nichtsdestotrotz können diese Zellen aus 
adulten Organismen isoliert, ex vivo kultiviert und angereichert werden, wodurch sie ein vielver-
sprechendes Werkzeug in Zell-basierten Therapieansätzen darstellen (Oreffo et al., 2005).  
 
Ausserdem konnte die Arbeitsgruppe um Darwin Prockop zeigen, dass durch die Kultivierung von 
hMSC früher Passagen in Serum-freiem Medium ohne Zusatz von Zytokinen und Wachstums-
faktoren eine Subpopulation mit außergewöhnlichen Eigenschaften selektioniert werden kann 
(Pochampally et al., 2004). Diese Zellen überdauerten eine weitere zwei- bis vierwöchige Kulti-
vierung unter Serum-freien Bedingungen, wiesen nach diesem Zeitraum lange Telomere auf und 
zeigten eine erhöhte Expression der embryonalen Stammzellmarker Oct-4 (Pesce and Scholer, 
2001) und hTERT (Hiyama and Hiyama, 2007), die in adulten Stammzellpopulationen nicht oder 
nur in seltenen Ausnahmefällen exprimiert werden (Beltrami et al., 2007; Zangrossi et al., 2007).  
Die Gesamtheit dieser Faktoren macht mesenchymale Stammzellen zu einem außerordentlich 
interessanten Forschungsobjekt, insbesondere auch deshalb, weil sie möglicherweise aufgrund ihrer 
multipotenten Differenzierungsfähigkeit eine Alternative zur Verwendung der ethisch kontrovers 
diskutierten ES-Zellen darstellen.  

B.1.2.2B.1.2.2B.1.2.2B.1.2.2 Murine mesenchymale Stammzellen Murine mesenchymale Stammzellen Murine mesenchymale Stammzellen Murine mesenchymale Stammzellen     

Murine MSC, ursprünglich auch als fibroblast precursors bezeichnet, wurden erstmals in den 70er 
Jahren beschrieben und fielen durch ihre Eigenschaft auf, Kolonien zu bilden (Friedenstein et al., 
1976). Die primäre Isolierung muriner mesenchymaler Stammzellen (mMSC) erfolgte wie auch bei 
den humanen Pendants über selektive Adhärenz an Plastik. Zudem konnte die in vitro-Differen-
zierung innerhalb des mesodermalen Keimblatts in Knochen, Knorpel, Fett und Muskel gezeigt 
werden (Pereira et al., 1995).  
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Ebenfalls analog zu den hMSC war die Anreicherung einer Subpopulation möglich, die als murine 
MAPC gelten (Jiang et al., 2002b). Allerdings war die Isolierung von mMSC aus Knochenmark 
problematisch, da ein großer Anteil kontaminierender hämatopoetischer Zellen, B-Zell-Vorläufer 
sowie Granulocyten- und Monozyten-Vorläuferzellen die selektive Anreicherung erschwerte. So 
war der mMSC-Anteil mit 10 – 20 % gemessen an der gesamten adhärenten Zellpopulation zu-
nächst sehr gering (Phinney et al., 1999).  

Demzufolge beschäftigten sich einige Arbeitsgruppen mit der Optimierung reproduzierbarer Isolie-
rungsprotokolle, um eine effiziente Anreicherung muriner MSC zu gewährleisten (Meirelles and 
Nardi, 2003; Peister et al., 2004). Dabei zeigten sich Unterschiede in den gleichen Zellen verschie-
dener Maus-Inzuchtstämme, die hauptsächlich in ihrem Wachstumsverhalten sowie in der diffe-
renziellen Expression der Oberflächenmarker CD34, stem cell antigen-1 (Sca-1) und vascular cell 
adhesion molecule-1 (VCAM-1) lagen. Des Weiteren benötigen MSC aus unterschiedlichen Mäuse-
stämmen auch eine unterschiedliche Zusammensetzung des Kultivierungsmediums (Peister et al., 
2004).   
 
Ein systematischer Vergleich zwischen MSC humanen und murinen Ursprungs erfolgte bislang 
nicht, allerdings wurden partiell einzelne zelluläre Eigenschaften verglichen. So konnte z.B. ein 
Unterschied im Wachstumsverhalten der Zellen festgestellt werden, wonach hMSC etwa 40 - 50 
Zellteilungen durchlaufen, bevor sie die Proliferation einstellen (Stenderup et al., 2003), während 
mMSC mit mehr als 100 Zellteilungen ein ausgeprägteres Wachstumspotential zeigen (Meirelles 
and Nardi, 2003).  

Eine komparative Untersuchung der an den phänotypischen Eigenschaften wie Proliferations- oder 
Invasionsverhalten beteiligten Signaltransduktionswege in hMSC und mMSC stand zu Beginn der 
Dissertationsarbeit noch vollkommen aus und sollte deshalb einen wesentlichen Schwerpunkt des 
Promotionsprojektes bilden.  
 

B.1.3B.1.3B.1.3B.1.3 Therapeutische AnsätzeTherapeutische AnsätzeTherapeutische AnsätzeTherapeutische Ansätze    

Der Einsatz regenerativer Stammzellen in Patienten mit hereditären Erkrankungen, Traumen, Krebs 
oder chronischen Leiden (wie z.B. Osteoporose) ist das vordringliche Ziel der Stammzellforschung. 
Neben der angestrebten Verwendung von pluripotenten ES-Zellen, die aufgrund ihrer ethisch 
anfechtbaren Gewinnung aus potentiell lebensfähigen Embryonen allerdings höchst kontrovers 
diskutiert werden, rückt der Einsatz autologer adulter multipotenter Stammzellen zunehmend in 
den Fokus der therapieorientierten Stammzellforschung.   

Ein wesentlicher Vorteil von adulten Stammzellen im Vergleich zu ES-Zellen liegt auch in ihrer 
Immuntoleranz nach autologer Transplantation. Die meisten bisher vollzogenen therapeutischen 
Anwendungen wurden mit HSC durchgeführt. Schon vor knapp 40 Jahren glückte dem amerika-
nischen Hämatologen Edward Donell Thomas die erste Knochenmarkstransplantation, wofür er 
1990 mit dem Nobelpreis für Physiologie und Medizin ausgezeichnet wurde (Hong et al., 1968; 
Thomas et al., 1975). Die Knochenmarkstransplantation ist mittlerweile ein probates Verfahren, 
wenn aufgrund einer Krebserkrankung eine Chemotherapie nötig wird, die das Knochenmark schä-
digen kann, oder im Falle von Leukämien Spender-Knochenmark transplantiert werden muss. Die 
früher durchgeführte Entnahme des Knochenmarks aus dem Beckenkamm wird heute meist durch 
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die Gewinnung der HSC aus peripherem Blut der Spender ersetzt, die hierzu eine Woche vor Ent-
nahme mit dem Wachstumshormon G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) stimuliert 
werden (Sung and Dror, 2007). Durch diese Behandlung werden die Stammzellen mobilisiert, was 
mit ihrem vermehrten Übertritt aus dem Knochenmark in den Blutkreislauf einhergeht. Dies ist ein 
eindrucksvolles Beispiel für das Potential einer endogenen Mobilisierung von adulten Stammzellen, 
ohne sie zwingend nach ex vivo-Isolierung noch zusätzlich expandieren zu müssen.  
 
Auch MSC wurden bereits erfolgreich in präklinischen und klinischen Studien angewandt. Das in 
diesem Zusammenhang wohl prominenteste Beispiel ist die pädriatische Studie von Horwitz, in der 
isolierte, allogene hMSC bei Osteogenesis imperfecta-Patienten transplantiert wurden (Horwitz et 
al., 2002). Es handelt sich hierbei um eine Erkrankung, bei der aufgrund eines genetisch bedingten 
Typ-I Kollagen-Defekts schmerzhafte Knochenbrüche, verzögertes Knochenwachstum, Osteopenie 
und Deformationen des Skelettes auftreten (Martin and Shapiro, 2007). Jeder der sechs Patienten 
erhielt zweimalig eine Infusion allogener hMSC nachdem eine Standard-Knochenmarks-Transplan-
tation vorangegangen war. Fünf der sechs behandelten Patienten zeigten ein Anwachsen der 
infundierten Zellen in Knochen, Haut und Knochenmark sowie eine Beteiligung an der Bildung von 
neuem Knochengewebe. Die Detektion dieser Zellen war aufgrund einer im Vorfeld durchgeführten 
retroviral-basierten Modifikation der hMSC mit einem Neomycin-Resistenzgen möglich. In dieser 
Studie konnten keinerlei toxische Effekte aufgrund der genetischen Veränderung beobachtet 
werden (Horwitz et al., 2002). 
 
Dass die retrovirale Transduktion allerdings auch erhebliche Gefahren birgt, hat eine Studie unter 
der Leitung von Prof. Alan Fischer gezeigt, der pädriatische Patienten mit einem schweren Immun-
defekt (SCID-X1 = severe combined immune deficiency) behandelt hat (Cavazzana-Calvo et al., 
2000). Hierbei wurde der Gendefekt der Gamma-C-Kette in CD34+-Knochenmarksstammzellen mit-
tels retroviraler Gentherapie behoben. Der anfänglich vielversprechende Erfolg wurde allerdings 
wegen der Ausbildung von Leukämien in den beiden jüngsten Patienten deutlich eingeschränkt. Bei 
diesen Patienten kam es nämlich zur Insertion des retroviralen Vektors in den Bereich des LMO2-
Protoonkogen-Promotors, was zu einer vermehrten Expression von LMO2 führte. Dies wiederum 
war mit der Entstehung einer Leukämie assoziiert (Hacein-Bey-Abina et al., 2003). Die Gefahr der 
malignen Transformation genetisch manipulierter und reimplantierter Stammzellen stellt deshalb 
ein noch nicht gelöstes Problem bezüglich einer therapeutischen Anwendung derart veränderter 
adulter Stammzellen dar (Cavazzana-Calvo et al., 2000).  
 
Eine wichtige Alternative bietet hierzu die endogene und gezielte Aktivierung von Stammzellen in 
ihrer Nische. In diesem Zusammenhang sind die Signaltransduktionsmechanismen, die diese Pro-
zesse steuern von essentiellem Interesse. Ein wichtiger Signaltransduktionsweg, dem hierbei eine 
große Bedeutung zukommt, ist der Wnt/� -Catenin-Signalweg.  
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B.2B.2B.2B.2 WntWntWntWnt////� ----CateninCateninCateninCatenin----SignaltransduktionswegSignaltransduktionswegSignaltransduktionswegSignaltransduktionsweg    

B.2.1B.2.1B.2.1B.2.1 WntWntWntWnt----SignalwegSignalwegSignalwegSignalwegeeee    

Die Bezeichnung Wnt setzt sich aus den Begriffen Wg für wingless und Int-1 zusammen. Ersteres 
stammt aus Experimenten mit Drosophila melanogaster, in denen eine Mutation im Wg-Gen zu 
einer flügellosen Variante führte. Int-1 hingegen ist abgeleitet vom Int-1-Gen, das mittlerweile 
Wnt-1 genannt wird. Dessen Aktivierung kann durch Integration des mouse mammary tumor virus 
(MMTV) induziert werden, was die Entstehung von Brustkrebs in einem Mausmodell hervorruft 
(Nusse and Varmus, 1982). Der Wnt-Signalweg ist eine im gesamten Tierreich stark konservierte 
Signaltransduktionskaskade, durch die grundlegende zelluläre Interaktionen in multizellulären 
Organismen gesteuert werden. Die Existenz dieses Signalweges in der Seeanemone bis hin zu den 
Säugetieren deutet darauf hin, dass die Diversität der zahlreichen Wnt-Liganden eine frühe 
Entwicklung in der Evolution der Metazoa war, die etwa 650 Millionen Jahre zurückliegt (Gordon 
and Nusse, 2006; Kusserow et al., 2005). Entsprechend werden durch den Wnt-Signalweg viele 
grundlegende zelluläre Prozesse wie z.B. die Balance zwischen Proliferation und Differenzierung 
oder Überleben versus Apoptose gesteuert (Hoppler and Kavanagh, 2007; Logan and Nusse, 2004).  

Sowohl im humanen als auch im murinen System unterscheidet man 19 verschiedene Wnt-Ligan-
den. Die Zugehörigkeit zu dieser Familie Cystein-reicher sezernierter Liganden erfolgt haupt-
sächlich nach ihrer Primärstruktur und nicht aufgrund funktioneller Gemeinsamkeiten. Demnach 
wundert es nicht, dass verschiedene Wnts mit einer Vielzahl unterschiedlicher Aktivitäten und 
Signalwegen assoziiert werden. Die klassische Einteilung in kanonische und nicht-kanonische Wnts 
basierte auf der Fähigkeit dieser Faktoren die Transformation von C57MG-Zellen, einer murinen 
Brustepithel-Zelllinie, zu induzieren (Wong et al., 1994). So wurde hoch transformierend gleich-
gesetzt mit kanonisch, wobei in dieser Gruppe Wnt1, 3, 3a und 7a enthalten sind. Als nicht-
kanonisch - und damit nur schwach oder gar nicht transformierend - wurden Wnt2, 4, 5a, 5b, 6, 7b 
und 11 bezeichnet. Darüber hinaus glaubte man zunächst auch, dass diese zwei Klassen von Wnt-
Liganden über verschiedene intrazelluläre Mechanismen agieren. In der Zwischenzeit wurde diese 
strikte Unterteilung allerdings aufgegeben, da man beispielsweise für Wnt5a entsprechend seiner 
Bindung an unterschiedliche Rezeptoren die Fähigkeit gefunden hat, � -Catenin-abhängige, kano-
nische bzw. � -Catenin-unabhängige, nicht-kanonische Signalwege zu induzieren (Mikels and 
Nusse, 2006).  

Charakteristisch für Wnt-Proteine ist eine N-terminale Signalsequenz sowie eine hoch konservierte 
Verteilung von 23 Cysteinen und potentielle N-Glykosylierungsstellen. Ausserdem werden zahl-
reiche Vertreter der Wnt-Familie posttranslational modifiziert. Sie werden einerseits glykosyliert 
und andererseits palmytoyliert, wie es für Wnt3a (Willert et al., 2003; Takada et al., 2006) und 
Wnt5a (Kurayoshi et al., 2007) bekannt ist. So weiß man im Falle von Wnt3a, dass es in das Endo-
plasmatische Reticulum (ER) transloziert wird, wo auch die N-Glykosylierung erfolgt. Dies ist ein 
entscheidender Punkt für die Sekretion von Wnt3a. Zwar spielt die Lipidation durch Anfügen von 
Palmitat-Resten am Cys77 für die Glykosylierung keine tragende Rolle, allerdings ist die dadurch 
entstehende Hydrophobizität wichtig für die molekulare Funktion von Wnt3a. Neueste Daten 
zeigen, dass die Glykosylierung der Palmytoylierung vorangeht und beides essentiell für die Sekre-
tion von aktivem Wnt3a ist (Komekado et al., 2007).  
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Die Signale, die über die extrazelluläre Bindung der bisher bekannten 19 Wnt-Liganden hervor-
gerufen werden, resultieren entweder im kanonischen oder in nicht-kanonischen Wnt-Signal-
wegen. Auch wenn diese Unterscheidung nicht immer klar getroffen werden kann, so geht man 
doch meist von drei unterschiedlichen Wegen aus (Abb. B-2), wobei der Fokus der vorliegenden 
Arbeit auf dem kanonischen/� -Catenin-abhängigen Wnt-Signalweg gelegt wurde (Abb. B-2, links). 
In Abwesenheit des Wnt-Stimulus wird � -Catenin im Abbaukomplex phosphoryliert und nach Ubi-
quitinierung durch das Proteasom abgebaut. 
 

        
Abb. Abb. Abb. Abb. BBBB----2: Schematische Zusa2: Schematische Zusa2: Schematische Zusa2: Schematische Zusammenfassung der Wntmmenfassung der Wntmmenfassung der Wntmmenfassung der Wnt----Signalwege Wnt/Signalwege Wnt/Signalwege Wnt/Signalwege Wnt/� ----Catenin, PCP und Wnt/Calcium.Catenin, PCP und Wnt/Calcium.Catenin, PCP und Wnt/Calcium.Catenin, PCP und Wnt/Calcium.    

 (Detaillierte Erklärung im Text) 
 

Die anderen Wege, die in weiten Teilen noch unerforscht sind und nur schwer voneinander abge-
grenzt werden können, sind der planar cell polarity (PCP)-Signalweg (Abb. B-2, Mitte) und der 
Wnt/Calcium-Signalweg (Abb. B-2, rechts), der partiell über die Rekrutierung von trimeren 
G-Proteinen gesteuert wird (Semenov et al., 2007). Sie resultieren nicht in der Akkumulation des 
cytoplasmatischen � -Catenins, was den größten Unterschied zum kanonischen Signalweg darstellt. 
Vielmehr kommt es zur Aktivierung verschiedener Mechanismen, die teilweise vom second 
messenger Calcium abhängig sind.  
Ein wichtiges Protein in allen drei Wnt-Signalwegen ist das Phosphoprotein Dvl (dishevelled), das 
Signale in drei separate Wnt-Signalwege, demnach sowohl kanonisch als auch nicht-kanonisch, 
weiterleiten kann. In Säugetieren gibt es insgesamt drei Dvl-Proteine (Dvl-1, Dvl-2, Dvl-3), deren 
struktureller Aufbau hoch konserviert ist und die jeweils aus drei Domänen (DIX, PDZ und DEP) 
bestehen. Nach Wnt-Bindung an die Zelloberfläche interagiert Dvl über seine DIX-Domäne mit 
Axin und die PDZ-Domäne mit CKI (casein kinase I) und GSK-3�  (glycogen synthase kinase) (Habas 
and Dawid, 2005). Darüber hinaus ist der genaue Mechanismus der Dvl-Wirkung allerdings nicht 
bekannt. Kürzlich konnte gezeigt werden, dass eine nukleäre Lokalisation von Dvl für dessen Funk-
tion im Wnt/� -Catenin-Signalweg notwendig ist (Itoh et al., 2005). 
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Der ursprünglich in Drosophila entdeckte PCP-Signalweg, der vor allem während der embryonalen 
Gastrulation eine Rolle spielt, wird über Mitglieder der Frizzled Rezeptor (Fzd) Familie vermittelt, 
die die Jun-N-terminale Kinase (JNK) über Rac (Ras-related C3 botulinum toxin substrate) akti-
vieren (Adler, 2002) und cJUN (jun oncogene)-abhängige Transkription vermitteln. Ein zentraler 
Mediator hierbei ist Dvl, das zur Aktivierung von RhoA (Ras homologous A) und damit der Rho K 
(Rho associated kinase) führt. Die Initiation dieser Prozesse beispielsweise durch Bindung von 
Wnt11 dient der Kontrolle der Zellmigration und –polarität.  

Im Wnt/Calcium-Signalweg kommt es über die Bindung diverser Wnts an Fzds vermutlich unter 
Beteiligung heterotrimerer GTP-bindender Proteine zur Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und 
der Proteinkinase C (PKC) sowie über die Erhöhung der intrazellulären Calcium-Konzentration zur 
Aktivierung der Calcium/Calmodulin-abhängigen Kinase II (CamKII). Zudem kann die cGMP (cyclic 
guanosine monophosphate)-spezifische Phosphodiesterase (PDE) aktiviert werden, wodurch das 
zelluläre cGPM vermindert und die PKG (protein kinase g) inhibiert wird. Dies führt ebenfalls zur 
Erhöhung des Calciumspiegels, was wiederum CamKII und die Phosphatase Calcineurin aktiviert. 
Dadurch wird der Transkriptionsfaktor NF-AT (nuclear factor of activated T-cells) moduliert, der 
z.B. in der Embryogenese entscheidend mitwirkt. Über PKC scheint Cdc42 (cell division cycle 42 
protein) aktiviert zu werden, was die Zelladhäsion und Gewebeseparation während der Verte-
braten-Gastrulation reguliert. Durch CamKII wird eine Phosphorylierungskaskade über TAK1 (TGF-�  
activated kinase 1) und NLK (nemo-like kinase) initiiert, die letztlich zur Inhibition des � -Catenin-
Signalweges führt. Eine Rolle für diesen Wnt/Calcium-Signalweg wurde vor allen Dingen in 
Gastrulationsprozessen von Xenopus beschrieben, allerdings ist über seine biologische Funktion in 
Säugetieren sehr wenig bekannt.  
Im Falle einiger Komponenten wie z.B. Fzd oder auch Dvl konnte eine überlappende Funktion im 
kanonischen (siehe B.2.2) und in den nicht-kanonischen Signalwegen gezeigt werden, wobei die 
Unterscheidung in den meisten Fällen noch nicht möglich ist (Habas and Dawid, 2005). Dement-
sprechend ist auch der genaue Mechanismus, durch den einundderselbe Fzd einmal den 
kanonischen und einmal den nicht-kanonischen Signalweg induzieren kann, nicht bekannt. Aller-
dings deuten einige Daten darauf hin, dass die Interaktion des(der) Fzd(s) mit LRP5/6 (low-density-
lipoprotein receptor related protein) von vorrangiger Bedeutung ist, wobei der Rezeptorkomplex 
vielmehr als der Ligand selbst über den Signalweg zu entscheiden scheint (Liu et al., 2005).  

B.2.2B.2.2B.2.2B.2.2 Wnt/Wnt/Wnt/Wnt/� ----CateninCateninCateninCatenin----Signalweg im ÜberblickSignalweg im ÜberblickSignalweg im ÜberblickSignalweg im Überblick    

Im kanonischen, � -Catenin-abhängigen Signalweg (Abb. B-3) führt die Abwesenheit des Wnt-
Signals zu einer Degradation des � -Catenin-Proteins im Cytoplasma. Dies wird durch den sog. 
Abbaukomplex gewährleistet, der in der Hauptsache aus den Proteinen APC (adenomatous poly-
posis coli), Axin und GSK-3�  besteht, was schließlich zu einer Phosphorylierung von � -Catenin 
führt. Nach Ubiquitinierung wird � -Catenin durch das Proteasom abgebaut (Abb. B-3, links).  
Dieser Zustand wird durch die Interaktion des Wnt-Liganden mit seinem heterodimeren Rezeptor 
(Fzd/LRP) an der Zelloberfläche unterbrochen und bewirkt nach Akkumulation schließlich die 
Translokation des hypophosphorylierten � -Catenins in den Zellkern. Dort wird die Expression der 
sog. Wnt-Zielgene wie beispielsweise Cyclin D1, MT1-MMP (membrane-type 1-matrix metallopro-
teinase), MMP-7 oder Dkk-1 (Dickkopf) mittels der Transkriptionsfaktoren der Tcf/Lef-Familie 
(T-cell-specific transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor) induziert (Abb. B-3, rechts).  
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Abb. Abb. Abb. Abb. BBBB----3333: Schematischer Überblick : Schematischer Überblick : Schematischer Überblick : Schematischer Überblick über denüber denüber denüber den    � ----CateninCateninCateninCatenin----abhängabhängabhängabhängigenigenigenigen,,,,    kanonischen Wntkanonischen Wntkanonischen Wntkanonischen Wnt----SignalwegSignalwegSignalwegSignalweg....    

In Abwesenheit des Wnt-Stimulus (links) wird � -Catenin im Abbaukomplex phosphoryliert und nach Ubiqui-
tinierung durch das Proteasom abgebaut. Eine Wnt-Liganden-Bindung (rechts) führt zum Zerfall des Abbau-
komplexes. � -Catenin wird darauffolgend in den Kern transloziert, wo es mit Hilfe von Tcf/Lef-Transkriptions-
faktoren die Transkription der Wnt-Zielgene (z.B. Cyclin D1, MT1-MMP, Dkk-1, Fzd7) induziert. 
Abkürzungen: APC = adenomatous polyposis coli, CK = casein kinase, GSK = glycogen synthase kinase,  
Fzd = Frizzled-Rezeptor, LRP = low-density-lipoprotein receptor related protein,  
Tcf/Lef = T cell-specific transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor.  

B.2.3B.2.3B.2.3B.2.3 Signalweiterleitung an der ZelloSignalweiterleitung an der ZelloSignalweiterleitung an der ZelloSignalweiterleitung an der Zelloberfläche berfläche berfläche berfläche     

Den 19 beschriebenen Wnt-Proteinen steht eine Vielzahl von Bindungspartnern an der Oberfläche 
Wnt-sensitiver Zellen zur Verfügung. Klassischerweise geht man vor allen Dingen beim kano-
nischen Wnt/� -Catenin-Signalweg von einer heterodimeren Zusammensetzung des Wnt-Rezep-
tors, bestehend aus einem Mitglied der Frizzled-Rezeptor (Fzd)-Familie und den Korezeptoren LRP5 
bzw. LRP6 aus. Darüber hinaus gibt es allerdings auch Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie Ror (Mikels 
and Nusse, 2006), Ryk (Lu et al., 2004) und den Korezeptor Kremen (Mao et al., 2002), die Wnt-
Proteine binden können und Signale ins Zellinnere weiterleiten, wobei Kremen auch als Korezeptor 
für den Antagonisten Dkk-1 fungiert. 
    
DDDDkkkkkkkk----1111    
Dkk-1 stellt einen natürlichen Inhibitor des Wnt/� -Catenin-Signalweges dar und vermittelt seine 
Funktion duch Bindung an LRP6. Dies konnte durch cross-linking bzw. Koimmunpräzipitations-
experimente von zwei Gruppen gleichzeitig gezeigt werden (Bafico et al., 2001; Semenov et al., 
2001). Darüber hinaus wurde von diesen Autoren experimentell belegt, dass Dkk-1 nicht über 
Bindung an Fzd, sondern ausschließlich durch Bindung an LRP6 wirkt. Die Initiation einer 
Signaltransduktion war hierbei nicht nachweisbar, vielmehr ist der inhibitorische Effekt auf eine 
sterische Hinderung der Wnt-Fzd-Interaktion zurückzuführen. Neben der Bindung an LRP6 wurde 
auch für die membranständigen Proteine Kremen-1 und Kremen-2 gezeigt, dass sie Dkk-1 als 
Rezeptoren dienen. So bildet Kremen-2 mit LRP6 und Dkk-1 einen ternären Komplex, der nach 
Assoziation rasch endozytiert und damit von der Zelloberfläche entfernt wird (Mao et al., 2002).  
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Hinsichtlich der transkriptionellen Regulation von Dkk-1 konnte eine Abhängigkeit vom kano-
nischen Wnt/� -Catenin-Signalweg ermittelt werden, die einen negativen feedback-Mechanismus 
impliziert (Niida et al., 2004; Gonzalez-Sancho et al., 2005).       
 
LRP5 uLRP5 uLRP5 uLRP5 und LRP6nd LRP6nd LRP6nd LRP6    
LRP5 und LRP6 (low-density-lipoprotein receptor related protein) sind sog. Typ I single-pass Trans-
membranproteine und stellen eine Untergruppe der low-density-lipoprotein (LDL) Rezeptorfamilie 
dar. Sie bestehen aus einer großen extrazellulären und einer kleinen cytoplasmatischen Domäne. 
Diverse Studien zeigen, dass sowohl LRP5 als auch LRP6 eine essentielle Rolle in der Wnt-Signal-
transduktionskaskade zukommt. Ein mutiertes LRP6-Protein, bei dem die intrazelluläre Domäne 
fehlt, ist vollständig inaktiv und blockiert den Wnt-Signalweg. Entsprechend gegenläufig verhält es 
sich bei Mutationen von LRP5 bzw. LRP6, die mit einem Fehlen der extrazellulären Domäne 
assoziiert sind, was zu einer konstitutiven Aktivierung des � -Catenin-Signalweges führt (He et al., 
2004). Darüber hinaus ist die gleichzeitige Abwesenheit von LRP5 und LRP6 in Mausembryonen mit 
einem ähnlichen Phänotyp wie der Knockout von Wnt3 und � -Catenin verbunden (Cadigan and 
Liu, 2006). LRP6-Knockout-Mäuse sind perinatal letal (Kelly et al., 2004) und zeigen ähnliche De-
fekte wie sie nach Ausschalten von Wnt1, Wnt3 und Wnt7a auftreten. Dagegen sind LRP5-Knock-
out-Mäuse zwar lebensfähig, entwickeln allerdings im Erwachsenenalter Osteoporose (He et al., 
2004).  

Beim Menschen führen Mutationen im LRP5-Gen oftmals zu OPPG (osteoporosis pseudoglioma 
syndrome). Diese Erkankung ist durch eine sehr schwere Osteoporose gekennzeichnet, die im 
Jugendalter ausbricht und neben den skelettalen Abnormitäten mit einer Erblindung einhergeht 
(Gong et al., 2001). Ein weiteres Beispiel ist das HBM (high bone mass)-Syndrom mit erhöhter 
Knochendichte, das ebenfalls die Folge einer Mutation im LRP5-Gen ist (Johnson et al., 2004).  

Obwohl die Funktion der beiden Rezeptoren in der Weiterleitung des Wnt-Signals nicht vollständig 
geklärt ist, ist bekannt, dass zumindest einige Wnt-Proteine eine Bindung mit LRP5 und LRP6 ein-
gehen können (Wnt1 und Wnt4 an LRP5 sowie Wnt1 und Wnt3a an LRP6). Indes scheint diese 
Bindung schwächer zu sein als die zwischen Wnt und Fzd (He et al., 2004). Auch die Frage nach der 
Assoziation von LRP5 und LRP6 mit Fzd ist weitgehend ungeklärt. Allerdings gibt es Beispiele in der 
Literatur, die zumindest in vitro darauf hinweisen, dass Fzds mit LRP5 bzw. LRP6 interagieren 
können. So konnte gezeigt werden, dass die CRD (cysteine-rich domain)-Domäne des murinen 
Fzd8 an Wnt1 und an die extrazellulären Domänen von LRP5 und LRP6 bindet (Tamai et al., 2000). 
 
FrizzledFrizzledFrizzledFrizzled----RezeptorRezeptorRezeptorRezeptorfamiliefamiliefamiliefamilie    
Rezeptoren der Frizzled-Familie, von denen es jeweils 10 im humanen bzw. murinen System gibt, 
gehören zur Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs). Diese sind durch drei charak-
teristische Regionen gekennzeichnet und durchspannen die Membran sieben Mal. Dabei enthält 
die extrazelluläre N-terminale Domäne die typischen CRD-Abschnitte, die für die Bindung der 
Liganden nötig sind. Die transmembranen alpha-Helizes sind von der intrazellulären Region abzu-
grenzen, die aus drei intrazellulären Loops und dem cytoplasmatischen C-Terminus besteht (Wang 
et al., 2006). Die größten Unterschiede hinsichtlich der Aminosäuresequenz sind im C-Terminus zu 
finden, während im N-Terminus eine hohe Homologie mit 20 stark konservierten Cysteinen beo-
bachtet werden kann. Die Unterschiede in der Signalweiterleitung verschiedener Fzd nach Bindung 
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von Wnt scheinen vor allem durch die Diversität der intrazellulären Loops vermittelt zu werden 
(Wang et al., 2006).  

Eine genaue Einteilung der Fzd bezüglich der Spezifität ihrer Liganden und der Rolle im 
kanonischen und nicht-kanonischen Wnt-Signalweg ist - ebenso wie bei den verschiedenen Wnt-
Proteinen - bislang nicht möglich, da auch hier multiple Rollen beschrieben sind. So kann Fzd7 
sowohl im � -Catenin-abhängigen als auch im � -Catenin-unabhängigen Wnt-Signalweg agieren 
(Medina et al., 2000). Ebenso wenig bekannt sind die Kombinationsmöglichkeiten der Fzds mit LRPs 
und den dazugehörigen Wnt-Liganden.  

Grundsätzlich unterscheidet man infolge der Wnt-Bindung an LRP und Fzd zwei Effekte, die zur 
Stabilisierung von � -Catenin führen (Abb. B-4). Das sog. Zwei-Signal-Modell besagt, dass die 
Bindung von Wnt an einen heterodimeren Rezeptor aus Fzd und LRP zwei separate Signale ins 
Cytoplasma verursacht, die als LRP/Axin-Zweig und Fzd/Dvl-Zweig beschrieben sind (Cadigan and 
Liu, 2006).  

Das erste Signal beinhaltet die Phosphorylierung von spezifischen LRP-Regionen, die entsprechend 
PPPSP- bzw. CKI-Consensus-Sequenzen genannt werden, durch GSK-3�  und nachfolgend durch 
CKI� . Dieser Prozess läuft innerhalb von 10-15 Minuten ab und gilt als Voraussetzung für die 
Rekrutierung von Axin zur Plasmamembran (Tamai et al., 2004; Mao and Niehrs, 2003). Dabei wird 
durch die phosphorylierten PPPSP-Regionen die Bindung von Axin an LRP5 (Mao et al., 2001) bzw.  
LRP6 (Tamai et al., 2004) vermittelt.  

Das zweite Signal ist die Fzd-abhängige Phosphorylierung von Dvl, von der vermutet wird, dass 
trimere G-Proteine beteiligt sind (Katanaev et al., 2005). Der Mechanismus, durch den Dvl den 
� -Catenin-Abbaukomplex inhibiert, ist nicht klar.  

Abb. Abb. Abb. Abb. BBBB----4444: : : : ZweiZweiZweiZwei----SignalSignalSignalSignal----Modell für Modell für Modell für Modell für die Signaltransdie Signaltransdie Signaltransdie Signaltrans----
duktion nach duktion nach duktion nach duktion nach BindungBindungBindungBindung    von Wntvon Wntvon Wntvon Wnt    an den heterodian den heterodian den heterodian den heterodi----
meren Rezeptormeren Rezeptormeren Rezeptormeren Rezeptor....        

Die Bindung von Wnt führt zur Oligomerisierung von 
Fzd und LRP und initiiert zwei unterschiedliche 
Signale. Das erste ist die Phosphorylierung von LRP 
durch die Kinasen GSK-3�  und CKI� , wodurch es nach 
Rekrutierung von Axin an die Membraninnenseite 
zum Zerfall des � -Catenin Abbaukomplexes kommt. 
Das zweite Signal wird durch Fzds ermöglicht, die 
durch einen bisher noch unbekannten Mechanismus 
in der Lage sind, Dvl zu aktivieren, was wiederum den 
APC-Axin-GSK-3� -Komplex inhibiert.  
(modifiziert nach Cadigan and Liu, 2006) 

 
 
Abkürzungen: APC = adenomatous polyposis coli, CK = casein kinase, Dvl = dishevelled, GSK = glycogen synthase 
kinase, GTP = guanosine triphosphate, LRP = low-density-lipoprotein receptor related protein,  
Tcf/Lef = T cell-specific transcription factor/lymphoid enhancer-binding factor.  
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B.2.4B.2.4B.2.4B.2.4 Signalweg imSignalweg imSignalweg imSignalweg im    Cytoplasma Cytoplasma Cytoplasma Cytoplasma ––––    Abbau und AkkumulaAbbau und AkkumulaAbbau und AkkumulaAbbau und Akkumulation von tion von tion von tion von � ----CateninCateninCateninCatenin    

In den sog. adherence junctions verknüpft � -Catenin Mitglieder der Cadherin-Familie mit � -Cate-
nin, was wiederum eine Verbindung zum Cytoskelett herstellt (Perez-Moreno and Fuchs, 2006). 
Somit kommt � -Catenin eine duale Funktion zu, einerseits bei der Ausbildung des Cytoskeletts und 
andererseits als Transkriptionsfaktor. 

Die Struktur von � -Catenin ist hoch konserviert, wobei die zentrale Region aus 12 armadillo 
repeats aufgebaut ist (Abb. D-5A), die nach ihrer Entdeckung in Drosophila melanogaster benannt 
wurden, wo das Ortholog von � -Catenin als armadillo (arm) bezeichnet wird. Es handelt sich hier-
bei um nicht exakt konservierte Sequenzwiederholungen von 42 Aminosäuren, die partiell auch im 
APC-Molekül zu finden sind (Willert and Nusse, 1998).  
 

In Abb. D-5B sind fünf verschiedene Formen von � -Catenin dargestellt, die vor allem hinsichtlich 
des Phosphorylierungszustandes und der jeweiligen Bindungspartner divergieren (Gottardi and 
Gumbiner, 2004).  
Man unterscheidet die am N-Terminus phosphorylierte und infolgedessen durch das Proteasom 
degradierbare Form von der geschlossenen Konformation, die nach Wnt-Bindung zur Translokation 
in den Zellkern und zur Assoziation mit Tcf/Lef führt.  
In der dritten, der heterodimeren Catenin-Form aus � - und � -Catenin, steht � -Catenin für die 
Adhäsion, aber nicht für die Transkription zur Verfügung, da diese dimerisierte Form präferentiell 
von Cadherinen gebunden wird.  
In der offenen Konformation kann � -Catenin sowohl Tcf/Lef als auch Cadherine binden. Dies wird 
unter anderem dadurch deutlich, dass man nach Inhibition der Zelladhäsionsfunktion von 
� -Catenin eine verstärkte Transkription von Wnt-Zielgenen beobachten kann. Im Gegensatz dazu 
wird durch eine Überexpression von Cadherinen die transkriptionelle Aktivität von � -Catenin im 
Kern inhibiert (Gottardi and Gumbiner, 2004).  
In der inaktiven Form ist � -Catenin so modifiziert, dass es für keine der soeben beschriebenen Rol-
len zur Verfügung steht.  
 
Diese verschiedenen molekularen Formen von � -Catenin können dazu führen, dass Adhäsion und 
Wnt-Signaltransduktion in Zellen nicht zwingend gekoppelt sind und durchaus auch getrennt von-
einander reguliert werden können. 
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Abb. Abb. Abb. Abb. BBBB----5555: : : : Molekuarer AufbauMolekuarer AufbauMolekuarer AufbauMolekuarer Aufbau    und Konformationen und Konformationen und Konformationen und Konformationen von von von von � ----CateninCateninCateninCatenin....        

A) N-terminal liegen die Phosphorylierungsstellen für CKI�  und GSK-3�  sowie für die E3 Ubiquitin-Ligase. 
Zentral liegen 12 armadillo repeats, die als Bindungsstellen für eine Vielzahl interagierender Proteine dienen.  
B) In Abwesenheit eines Wnt-Stimulus wird � -Catenin am N-Terminus phosphoryliert und durch das Protea-
som abgebaut. Der C-terminale Bereich ist in der Lage, eine intramolekulare Bindung herzustellen, die nach 
Wnt-Stimulation für die Tcf/Lef-Bindung wichtig ist und zur geschlossenen Konformation führt. In der hete-
rodimeren Catenin-Form aus � - und � -Catenin ist es an der Zelladhäsion beteiligt. In der offenen Konforma-
tion kann � -Catenin am Wnt-Signalweg und an der Zelladhäsion beteiligt sein. Die inaktive Form steht für 
keinen der beiden Wege zur Verfügung (Willert and Nusse, 1998; Gottardi and Gumbiner, 2004). 
Abkürzungen: APC = adenomatous polyposis coli, cad = Cadherin, CK = casein kinase, Cat = Catenin,  
GSK = glycogen synthase kinase  

 
Im basalen Aktivierungszustand einer Wnt-sensitiven Zelle kann man nur geringe Mengen an cyto-
plasmatischem � -Catenin nachweisen, da es in Abwesenheit der entsprechenden kanonischen 
Wnt-Liganden abgebaut wird. Die für die gesamte Phosphorylierung von � -Catenin entscheidende 
Sequenz ist D32SGXXSXXXTXXXS45. Abb. B-6 verdeutlicht den Prozess der Phosphorylierung von Ser45 
durch die Kinase CKI� , der essentiell für die nachfolgende Phosphorylierung durch GSK-3�  an Thr41, 
Ser37 und Ser33 ist. Das so phosphorylierte � -Catenin wird über die Ser33- und Ser37-Reste vom F-Box 
Protein � -TrCP erkannt, das einen Teil des E3 Ubiquitin-Ligase-Komplexes darstellt (Kikuchi et al., 
2006).  
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Abb. Abb. Abb. Abb. BBBB----6666: : : : Regulation derRegulation derRegulation derRegulation der    � ----CateninCateninCateninCatenin----DegradationDegradationDegradationDegradation    
im im im im AbbauAbbauAbbauAbbaukomplex unter Abwesenheit eines Wntkomplex unter Abwesenheit eines Wntkomplex unter Abwesenheit eines Wntkomplex unter Abwesenheit eines Wnt----
LiLiLiLiganden.ganden.ganden.ganden.    

Die Degradation von � -Catenin im Abbaukomplex 
wird durch N-terminale Phosphorylierung durch zwei 
Kinasen eingeleitet. Die erste Phosphorylierung er-
folgt durch CKI�  an Ser45 und gilt als essentielle 
Voraussetzung für die nachfolgende Phosphory-
lierung durch GSK-3�  an drei weiteren Phosphorylie-
rungsstellen (Thr41, Ser37, Ser33). Ferner erfolgt eine 
Phosphorylierung von Axin und APC durch GSK-3� , 
was die Bindung von � -Catenin an APC verstärkt. 
Hierdurch wird Axin stabilisiert. Diese vollständige 
Phosphorylierung ist eine notwendige Bedingung, 
dass � -Catenin durch Komponenten des Ubiquitin-
Proteasom-Weges erkannt und abgebaut wird.  
Abkürzungen: APC=adenomatous polyposis coli,  
CK=casein kinase, GSK=glycogen synthase kinase, 
LRP=low-density-lipoprotein receptor related protein,  
Tcf/Lef = T cell-specific transcription factor/ 
lymphoid enhancer-binding factor 

 
Die Phosphorylierung und nachfolgende Degradation von � -Catenin kann nur im sog. Abbau-
komplex erfolgen, der alle erforderlichen Proteine in eine räumliche Nähe bringt. Entscheidend für 
die Einbettung von � -Catenin sind vor allen Dingen die Proteine APC und Axin (Abb. 6). Die Folgen 
von Mutationen in APC werden vor allen Dingen in Fällen von erblich bedingtem bzw. sporadisch 
auftretendem Darmkrebs deutlich. Diese Mutationen sind mit hohen Leveln von � -Catenin und 
transkriptionell aktiven Tcf/Lef-Komplexen assoziiert, was ein stark gesteigertes Proliferationsver-
mögen der Zellen verursacht (Segditsas and Tomlinson, 2006). Wichtig hierbei ist, dass APC-Mole-
küle mit einer mutierten � -Catenin-Bindungsstelle oder einer mutierten Axin-Bindungsstelle nicht 
zum Abbau von � -Catenin beitragen können (Kawahara et al., 2000). Demzufolge ist eine Komplex-
bildung dieser Proteine von entscheidender Bedeutung.  

Axin kann eine Vielzahl von Proteinen des Wnt-Weges binden. Unter anderem bildet Axin mit 
GSK-3�  einen Komplex, wodurch APC phosphoryliert und die Bindung von � -Catenin an APC 
verstärkt werden. Darüber hinaus phosphoryliert GSK-3�  auch � -Catenin, das fest an APC gebun-
den vorliegt (Abb. B-6) (Kikuchi et al., 2006). 

 

B.2.5B.2.5B.2.5B.2.5 Signalweiterleitung im Signalweiterleitung im Signalweiterleitung im Signalweiterleitung im NukleusNukleusNukleusNukleus    

Nach Aktivierung des Wnt/� -Catenin-Signalweges kommt es zunächst zu einer Stabilisierung und 
Akkumulation von � -Catenin im Cytoplasma. Der genaue Mechanismus des anschließenden 
Imports in den Nukleus ist nicht geklärt, allerdings weiß man, dass � -Catenin kein nuclear locali-
zation signal (NLS) besitzt (Henderson and Fagotto, 2002). In diesem Zusammenhang wurde 
diskutiert, ob APC nicht nur im Abbaukomplex, sondern auch während des Transportes von 
� -Catenin in den Zellkern eine Rolle als Bindungspartner spielt. Es konnte nämlich gezeigt werden, 
dass APC zwischen dem Nukleus und dem Cytoplasma pendeln kann, was im Falle des Imports über 
ein NLS und im Falle des Exports über den CRM (chromosome region maintenance)1/Exportin-Weg 
ermöglicht wird (Henderson and Fagotto, 2002). Allerdings steht dies im Widerspruch zu Berichten 
des unabhängig von APC erfolgenden nukleären Exports von � -Catenin (Hendriksen et al., 2005).  
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Für die Translokation und die Funktion von � -Catenin im Kern erwiesen sich zwei nukleäre Proteine 
namens legless (Lgs) [mit dem humanen Ortholog BCL9 (Kramps et al., 2002)] und Pygopus (Pygo) 
(Thompson et al., 2002) [mit zwei humane Orthologen] als essentiell. Demnach scheint die Rolle 
von Lgs/BCL9 darin zu liegen, � -Catenin an Pygo zu binden, was wiederum � -Catenin dazu 
befähigt, Wnt-Zielgene über die Interaktion mit Tcf/Lef transkriptionell zu aktivieren.  
 
Ein Meilenstein in der Aufklärung der transkriptionsaktivierenden Rolle von � -Catenin war die 
Entdeckung der Assoziation mit dem Transkriptionsfaktor Lef-1 (Behrens et al., 1996). Lef ist 
ebenso wie Tcf (Hoppler and Kavanagh, 2007) Mitglied einer Untergruppe von HMG (high mobility 
group)-Box enthaltenden Transkriptionsfaktoren. Charakteristisch für diese Art der Transkriptions-
faktoren ist, dass sie nur gemeinsam mit anderen Transkriptionsfaktoren funktionell aktiv sind. So 
weisen sie zwar DNA-Bindungseigenschaften auf, können allerdings die Transkription nur mit Hilfe 
anderer Proteine aktivieren. Dabei binden sie über die HMG-Box direkt an DNA-Sequenzabschnitte 
[(Consensus-Sequenz (A/T)(A/T)CAA(A/T)GG)], wo sie in Abwesenheit von � -Catenin die Genexpres-
sion durch Interaktion mit sog. Korepressoren wie Groucho/TLE (transducin-like enhancer of split) 
und CtBP (C-terminal-binding protein) unterdrücken (Hurlstone and Clevers, 2002). Das heißt, dass 
nukleäres � -Catenin bestimmt, ob Tcf/Lef in � -Catenin-freien Komplexen als transkriptionelle 
Repressoren (in Abwesenheit eines Wnt Signals) oder in � -Catenin-enthaltenden Komplexen (nach 
Stimulation mit Wnt) als transkriptionelle Aktivatoren wirken.  
 
Die Bindung zwischen � -Catenin und den Transkriptionsfaktoren erfolgt zwischen den ersten 50 
Aminosäuren der Tcfs und den armadillo-repeats 3-10 von � -Catenin (siehe B.5-A). Die Bindung 
von Tcf an den Korepressor Groucho wird über dessen Q-Domäne an einer konservierten Region 
der Tcfs bewerkstelligt, die zwischen der � -Catenin-Bindungsdomäne und der HMG-Box liegt 
(Hurlstone and Clevers, 2002). Die Repression der Wnt-Zielgene, die Tcf/Lef-Bindungsstellen in 
ihren Promotorregionen beinhalten, erfolgt in Abwesenheit von � -Catenin durch Bindung von 
Groucho an Tcf/Lef über die Interaktion mit Histon-Deacetylasen. Hingegen wirkt � -Catenin nach 
Translokation in den Nukleus als Gerüst, um die Tcf/Lef-Proteine an spezifische chromatin-
remodeling-Komplexe sowie an die schon erwähnten Wnt-Koaktivatoren Lgs/BCL9 und Pygo zu 
binden. Hierbei interagiert der N-terminale armadillo repeat von � -Catenin direkt mit Lgs/BCL9, 
wodurch wiederum Lef-1 mit Pygopus assoziiert.  
 
Der C-terminale Teil der armadillo repeats enthält dagegen eine sehr starke Aktivierungsdomäne, 
die multiple chromatin-remodeling-Untereinheiten bindet. Dies führt schließlich zu einer offenen 
DNA-Konformation und damit einhergehend zur transkriptionellen Aktivierung der entsprechen-
den Wnt-Zielgene (Willert and Jones, 2006). In Abwesenheit von � -Catenin liegen Tcf/Lef zusam-
men mit dem Korepressor Groucho vor, was unter anderem Histondeacetylasen rekrutiert, die über 
die Eliminierung von Acetylgruppen der Histone letztlich eine dichter gepackte DNA ermöglichen, 
was die Transkription blockiert.  
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WntWntWntWnt----ZielgeneZielgeneZielgeneZielgene 
Als Wnt-Zielgene werden solche Gene bezeichnet, die eine Tcf/Lef-Consensus-Sequenz in ihrer 
Promotorregion tragen und bei denen nachgewiesen werden konnte, dass diese für die Expression 
des entsprechenden Gens wichtig ist (www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html). Hierzu zählt  
beispielsweise das Gen Cyclin D1 (Shtutman et al., 1999; Tetsu and McCormick, 1999), das als 
Zellzyklusregulator an der Proliferation eukaryontischer Zellen beteiligt ist. Aber auch Gene, die in 
die invasiven Prozesse verschiedener Zelltypen involviert sind wie die Matrix-Metalloproteinase 
MMP-7 (Brabletz et al., 1999; Gustavson et al., 2004) oder MT1-MMP (Takahashi et al., 2002; 
Hlubek et al., 2004) wurden als Wnt-Zielgene beschrieben.  

Zudem gibt es Gene, die selbst Teil des Wnt-Signalweges sind und infolge einer Stimulation durch 
Wnt transkriptionell reguliert werden. In diesem Zusammenhang sind beispielsweise Dkk-1 (Niida 
et al., 2004; Gonzalez-Sancho et al., 2005), Axin2 (Jho et al., 2002b) oder Fzd7 (Willert et al., 2002) 
zu nennen.  

Sehr wichtig ist die Beobachtung, dass die Wnt-abhängige transkriptionelle Regulation einzelner 
Gene in unterschiedlichen Zelltypen verschieden sein kann. So scheint die Anwesenheit von Con-
sensus-Sequenzen in Promotorregionen nicht alleinig dafür ausschlaggebend zu sein, ob ein Gen 
über den Wnt-Signalweg reguliert wird. Hier ist offensichtlich der jeweilige Zelltyp bzw. Differen-
zierungszustand einer Zelle von großer Bedeutung. Ein Beispiel dafür ist das Gen Cyclin D1, dessen 
Expression in einer Kolonkarzinom-Zelllinie nach Knockdown von APC und einer damit normaler-
weise einhergehenden Aktivierung des Wnt-Weges entgegen den Erwartungen nicht induziert ist 
(Sansom et al., 2005). 
 

B.2.6B.2.6B.2.6B.2.6 WntWntWntWnt////� ----CateninCateninCateninCatenin----Signalweg in Signalweg in Signalweg in Signalweg in mesenchymesenchymesenchymesenchymalen Stammzellen malen Stammzellen malen Stammzellen malen Stammzellen     

Die erste Beschreibung einer Rolle des Wnt-Signalweges in Stammzellen aus dem Knochenmark 
kam aus dem Labor von Prof. Irving Weissman aus Stanford, dessen Arbeitsgruppe zeigen konnte, 
dass die Fähigkeit zur Selbsterneuerung in hämatopoetischen Stammzellen maßgeblich über den 
kanonischen Wnt/� -Catenin-Signalweg reguliert wird (Reya et al., 2003). Etwa ein Jahr später 
wurde von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen eben diese Rolle des Wnt/� -Catenin-Signalweges 
auch in hMSC beschrieben. Die Autoren konnten belegen, dass der kanonische, über Wnt3a indu-
zierte Signalweg die Proliferation der hMSC fördert und die Differenzierung inhibiert (Boland et al., 
2004; De Boer et al., 2004). Weitere Arbeiten machten deutlich, dass aufgrund der Expression einer 
Vielzahl von Komponenten des Wnt-Signalweges von einer basalen Aktivität ausgegangen werden 
kann (Etheridge et al., 2004).  
 
Darüber hinaus ist allerdings wenig bezüglich der Rolle des Wnt/� -Catenin-Signalweges in 
humanen ebenso wie in murinen mesenchymalen MSC bekannt. Letztere sind insbesondere für 
funktionelle in vivo-Untersuchungen zum Wnt/� -Catenin-Signalweg im Tiermodell von großem 
Interesse.
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CCCC FraFraFraFragestellunggestellunggestellunggestellungenenenen    und Ziele der Arbeitund Ziele der Arbeitund Ziele der Arbeitund Ziele der Arbeit    
Basierend auf dem noch relativ eingeschränkten Kenntnisstand des Wnt/� -Catenin-Signalweges in 
humanen (hMSC) und vor allen Dingen in murinen (mMSC) mesenchymalen Stammzellen war die 
Klärung folgender Fragestellungen zu Beginn dieser Arbeit von vordringlichem Interesse: 
 

·  Kann das Invasionsverhalten von MSC – ähnlich der Proliferation – durch die Aktivierung 
des Wnt/� -Catenin-Signalweges beeinflusst werden? 

·  Werden Frizzled-Rezeptoren in MSC exprimiert und wie erfolgt ihre Regulation? 

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

·  Sind die basalen Wnt/� -Catenin-Signalweg-Komponenten in hMSC und mMSC über die 
Spezies-Grenzen hinweg vergleichbar exprimiert bzw. gibt es Unterschiede im zellulären 
Phänotyp infolge einer Aktivierung bzw. Inhibition dieser Signaltransduktion? 

 
Die Beantwortung dieser Fragen sollte durch die folgenden wesentlichen Zielsetzungen erreicht 
werden: 
 
 

1. 1. 1. 1. Untersuchung des Wnt/Untersuchung des Wnt/Untersuchung des Wnt/Untersuchung des Wnt/� ----CCCCateninateninateninatenin----Signalweges hinsichtlich seiner Signalweges hinsichtlich seiner Signalweges hinsichtlich seiner Signalweges hinsichtlich seiner                                                                                                                                     
Bedeutung für die Proliferation und Invasion von hMSCBedeutung für die Proliferation und Invasion von hMSCBedeutung für die Proliferation und Invasion von hMSCBedeutung für die Proliferation und Invasion von hMSC    

Die Aktivierung des Wnt/� -Catenin-Signalweges sollte auf zweierlei Weise erfolgen, und zwar 
einerseits mittels exogener Stimulation durch Zugabe von Wnt3a bzw. LiCl und andererseits durch 
Knockdown einzelner Komponenten des � -Catenin-Abbaukomplexes, nämlich APC und Axin2. 
Neben der Analyse von Wnt-Zielgenen wie Cyclin D1 und MT1-MMP sowie des Proliferations-
verhaltens sollte hierbei insbesondere der Untersuchung der Migrationsfähigkeit derartig stimu-
lierter Zellen durch humane extrazelluläre Matrix (Invasion) eine vorrangige Bedeutung zukommen.  
 
Des Weiteren sollten der Wnt/� -Catenin-Signalweg durch einen RNAi-basierten Ansatz inhibiert 
und die Auswirkungen eines Knockdowns des transkriptionsaktivierenden � -Catenin bzw. des Wnt-
Korezeptors LRP5 hinsichtlich der Wnt-Zielgen-Expression, Proliferation und Invasionsfähigkeit 
näher untersucht werden. 
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2.2.2.2.    UntersuchungUntersuchungUntersuchungUntersuchungenenenen    zur Frizzledzur Frizzledzur Frizzledzur Frizzled----RRRRezeptorezeptorezeptorezeptorenenenen----Expression und Regulation Expression und Regulation Expression und Regulation Expression und Regulation von Fvon Fvon Fvon Fzd8 als zd8 als zd8 als zd8 als 
Korezeptor von LRP6Korezeptor von LRP6Korezeptor von LRP6Korezeptor von LRP6    

Da neueste Literaturhinweise zeigen, dass LRP6 und der Fzd8 einen funktionellen Rezeptorkomplex 
bilden können, sollte neben der erstmaligen allgemeinen Evaluierung des Fzd-Expressionsprofils in 
MSC vor allem die Expression von Fzd8 als Korezeptor von LRP6 in hMSC untersucht werden.  

Darüber hinaus sollte exemplarisch für den Fzd8/LRP6-Rezeptorkomplex in einem RNAi-basierten 
Ansatz eruiert werden, welche Komponenten des Rezeptorkomplexes für die Weiterleitung des 
Wnt3a-Signals entscheidend sind.   
 
 

3333. . . . Inhibition des WntInhibition des WntInhibition des WntInhibition des Wnt////� ----CateninCateninCateninCatenin----Signalweges unter Einsatz des natürlichen Inhibitors DkkSignalweges unter Einsatz des natürlichen Inhibitors DkkSignalweges unter Einsatz des natürlichen Inhibitors DkkSignalweges unter Einsatz des natürlichen Inhibitors Dkk----1111    

Zur Evaluierung des Hemmeffektes von Dkk-1 sollte zunächst die endogene Expression von Dkk-1 
und seines Rezeptors LRP6 im Detail untersucht werden. Ein wichtiges Ziel stellte dabei die verglei-
chende funktionelle Charakterisierung des Dkk-1-Rezeptors LRP6 und des Wnt-Korezeptors LRP5 
mittels RNAi dar. Hierbei sollten insbesondere die Effekte auf die Wnt-Zielgen-Expression, die Pro-
liferation und Invasionskapazität von hMSC sowie die Konsequenzen für die Dkk-1-Bindung näher 
überprüft werden.  
 
Schließlich sollte der Wnt/� -Catenin-Signalweg durch die exogene Gabe eines rekombinanten 
Dkk-1 inhibiert werden. Auch hier sollten die Änderungen im zellulären Phänotyp insbesondere 
hinsichtlich eines modifizierten Proliferations- bzw. Invasionsverhaltens im Fokus stehen. 
 
 

4. Komp4. Komp4. Komp4. Komparative Analyse der Basisarative Analyse der Basisarative Analyse der Basisarative Analyse der Basis----Komponenten des Wnt/Komponenten des Wnt/Komponenten des Wnt/Komponenten des Wnt/� ----CateninCateninCateninCatenin----Signalweges       Signalweges       Signalweges       Signalweges                                           
in hMSC und mMSC sowie Etablierung des Tcf/Lefin hMSC und mMSC sowie Etablierung des Tcf/Lefin hMSC und mMSC sowie Etablierung des Tcf/Lefin hMSC und mMSC sowie Etablierung des Tcf/Lef----ReportersystemsReportersystemsReportersystemsReportersystems    in mMSCin mMSCin mMSCin mMSC    

Um die Grundvoraussetzung für in vivo-Experimente im Mausmodell zu schaffen, sollten mMSC im 
Vergleich zu hMSC untersucht werden. Dabei sollte vor allem geklärt werden, ob die Aktivierung 
bzw. Inhibition der � -Catenin-abhängigen Signaltransduktion im murinen System in gleicher Weise 
wie in den humanen Zellentitäten möglich ist, und inwieweit diese Einflussnahmen auf zelluläre 
Effekte wie z.B. Proliferation und Invasion vergleichbar sind. 
 
In diesem Kontext erschien für Untersuchungen in mMSC die Etablierung des Tcf/Lef-Reporter-
Systems vorrangig, das eine Reportergen-vermittelte Quantifizierung der � -Catenin-abhängigen 
Transkription ermöglicht. 
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DDDD Material und MethodenMaterial und MethodenMaterial und MethodenMaterial und Methoden    

D.1D.1D.1D.1 MaterialMaterialMaterialMaterial        

D.1.1D.1.1D.1.1D.1.1 GeräteGeräteGeräteGeräte    

Autoklav 3850   Systec GmbH, Wettenberg 
Biophotometer Eppendorf, Hamburg 
CO2-Inkubator Galaxy S RS Biotech, Irvine, England 
Eismaschine AF-10 Scotsman, Frimont, Italien 
Flachbett-Gelelektrophorese-Apparatur PeqLab, Erlangen 
Gel-Bilderfassungssystem Intas Gel Imager Intas, Göttingen 
Heizblock Thermomixer Compact Eppendorf, Hamburg 
Hybridisierungsofen, Hybridizer HB-100 UVP, Laboratory Products, USA 
Image Scanner Pharmacia, Freiburg 
Kühlschrank (4 °C) Siemens, München 
Magnetrührer Ika-Combimag RCO Janke & Kunkel, Staufen 
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 

 
Olympus, Feldkirchen-Westerham 
Sony, Köln 
Olympus, Feldkirchen-Westerham 
Olympus, Feldkirchen-Westerham 
Pecon, Erbach 
PCO CCD Imaging, Kehlheim 
Pecon, Erbach 
Vincent Associates, Rochester, USA 
Olympus, Feldkirchen-Westerham 

Mikrowellenofen R-6270 Sharp, Osaka, Japan 
Neubauer-Zählkammer Plazotta, München 
Orbitalschüttler: 
        Certomat R 
        Infrons TR150 mit 
                 Heissluft Inkubatorofen ITE 

 
Braun Biotech International, Melsungen 
Infrons AG, Bottmingen, Schweiz 
Infrons AG, Bottmingen, Schweiz 

PCR Thermal Cycler: 
        Gene Amp 2400 
        LightCycler II 
        Mastercycler Gradient 

 
Perking Elmer, Langen 
Roche, Mannheim 
Eppendorf, Hamburg 

pH-Meter: 
        Typ 526 mit pH Elektrode 

 
WTW, Weilheim 

Pipetus-akku Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 
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Proteintransfereinheiten: 
        Mini Protean Electrophoresis Cell 
        Mini Trans Blot Electrophoretic 
                                Transfer Cell 

 
BioRad, München 
BioRad, München 

Sicherheitswerkbänke: 
        BDK 7419, Modell UVF 6.18S 
        Herasafe Typ HS12 

 
BDK, Sonnenbühl-Genkingen 
Heraeus Instruments, Göttingen 

Spannungsquellen: 
        Consort E143 
        Mighty Slim 

 
PeqLab, Erlangen 
Hoefer, Heidelberg 

Stickstofftank Locator 4 Sigma, Taufkirchen 
Spectrofluorimeter Safire 2 Tecan, Crailsheim 
Tiefkühlgefrierschrank: 
        Colora UF 85-300S (-80 °C)  
        Liebherr Premium Frost (-20 °C) 

 
Colora, Lorch 
Liebherr, Ochsenhausen 

Transluminator DarkReader Clare Chemical Research, Dolores, USA 
Vakuum-Zentrifugal-Verdampfer Typ RC 10.9 Jouan, Unterhaching 
Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 
Waagen: 
        Analysenwaage, A 120 S 
        Technische Waage, MA AF200 

 
Satorius, Göttingen 
Satorius, Göttingen 

Wärmeschränke: 
        B30 
        BE30  

 
Memmert, Schwabach 
Memmert, Schwabach 

Wasserbäder: 
        WB-14  
        Exatherm U3electronic 

 
Memmert, Schwabach 
Julabo, Seelbach 

Wasserdeionisierungseinheit Membrapure MembraPURE, Bodenheim 
Zentrifugen: 
        Varifuge 3.0 R 
        Sepatech Biofuge 15 
        Eppendorf 5415 D 
        Kühlzentrifuge, Eppendorf 5415 R 

 
Heraeus Sepatech, München 
Heraeus Sepatech, München 
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 
Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg 
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D.1.2D.1.2D.1.2D.1.2 Bioinformatische Hilfsmittel Bioinformatische Hilfsmittel Bioinformatische Hilfsmittel Bioinformatische Hilfsmittel     

Image Master Labscan 3.0 Pharmacia, Freiburg 
Image Quest QV 770  Intas, Göttingen 
LightCycler Software 3.5 Roche, Mannheim 
SECentral  SciEdSoftware, Cary, USA 
XFluor4 Safire2  Tecan, Crailsheim 
 
Für die Identifikation von potentiellen siRNA-Sequenzen wurden die mRNA-Transkripte (NCBI 
Nucleotide Datenbank, Bethesda, USA; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) der zu regulierenden Zielgene 
mit den Online-Programmen siRNATarget Finder* (Genscript, Piscataway, USA) und siRNA Design 
Tool¤ (Qiagen, Hilden) analysiert und passende siRNAs ermittelt: 
       * (https://www.genscript.com/ssl-bin/app/rnai)  
          ¤ (http://www1.qiagen.com/Products/GeneSilencing/CustomSiRna/SiRnaDesigner.aspx)  

Die Auswahl der siRNA-Sequenzen (19 Nukleotide) erfolgte unter Zuhilfenahme der 2004 von 
Angela Reynold beschriebenen Kriterien (Reynolds et al., 2004). Demzufolge wird die siRNA von 
1-19 durchnummeriert, nach bestimmten Merkmalen untersucht und darauf basierend bewertet. 
Eine maximale Punktzahl von 10 Punkten konnte bei Einhaltung der in der folgenden Tabelle 
beschriebenen acht Kriterien erreicht werden. Bei Nicht-Einhaltung der Kriterien 7 und 8 erfolgte 
ein Punktabzug, weshalb die in Tab. D-1 angegebene mögliche Punktzahl bei 0 liegt.   

Tab.Tab.Tab.Tab.    DDDD----1111: Kriterien für die Auswahl der siRNA: Kriterien für die Auswahl der siRNA: Kriterien für die Auswahl der siRNA: Kriterien für die Auswahl der siRNA----Sequenzen nach A. Reynolds.Sequenzen nach A. Reynolds.Sequenzen nach A. Reynolds.Sequenzen nach A. Reynolds.    

Kriterium Voraussetzung Mögliche Punkte 
1 GC-Gehalt zwischen 36 und 52 % 1 
2 A oder U an Positionen 15 - 19 5 
3 Schmelztemperatur < 20 °C 1 
4 A an Position 3  1 
5 A an Position 19 1 
6 U an Position 10 1 
7 Kein G oder C an Position19 0 
8 Kein G an Position 10 0 

Abkürzungen: A = Adenosin, G = Guanin, C = Cytosin, U = Uracil 

 
 
Alle so ausgesuchten siRNA-Sequenzen wiesen mindestens eine Punktzahl von 6 auf, was zur best-
möglichen Knockdown-Effizienz führen sollte. Die Spezifität der siRNA-Zielsequenzen wurde 
abschließend in einem transkriptomweiten Vergleich mit dem BLAST Programm sichergestellt 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).  
 
Die Auswahl der Primersequenzen für die quantitative RT-PCR unter Verwendung der Universal 
Probe Library-Sonden erfolgte mit Hilfe der dafür auf der Homepage der Firma Roche zur Verfü-
gung gestellten Software (https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp). 
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D.1.3D.1.3D.1.3D.1.3 Chemikalien und ReagenzienChemikalien und ReagenzienChemikalien und ReagenzienChemikalien und Reagenzien    

Alle verwendeten Chemikalien hatten „p. a.“ Qualität. Die Reaktions- und Kultivierungsgefäße 
wurden entweder steril bezogen oder vor der Verwendung bei 121 °C und 1 x 105 Pa Überdruck für 
20 Minuten autoklaviert. 

D.1.3.1D.1.3.1D.1.3.1D.1.3.1 Chemikalien und Materialien für molekularbiologische TechnikenChemikalien und Materialien für molekularbiologische TechnikenChemikalien und Materialien für molekularbiologische TechnikenChemikalien und Materialien für molekularbiologische Techniken    

 
ChemikalienChemikalienChemikalienChemikalien    
    
Agarose, Nusive Biozym, Hameln 
Agarose, Seakem GTG Biozym, Hameln 
� -Mercaptoethanol Sigma, Deisenhofen 
CyQuant Cell Proliferation Assay Kit Molecular Probes,  USA 
DAPI Molecular Probes, USA 
DNA Molekulargewichtsmarker Generuler 1kb       MBI Fermentas, St.-Leon-Rot 
DNA Molekulargewichtsmarker Ultra Low Range   PeqLab, Erlangen  
DNA Molekulargewichtsmarker V, VII Roche, Mannheim 
DNA-Auftragspuffer, 10 x Invitrogen, Karlsruhe 
dNTPs  Pharmacia, Freiburg 
Ethanol Merck, Darmstadt 
Ethidiumbromid Sigma, Deisenhofen 
Gelextraktionskit Nucleospin Extract II-Kits Macherey-Nagel, Düren 
Human Multiple Tissue cDNA Panel 1 Clontech, USA 
Isopropanol Sigma, Deisenhofen 
Klenow-Enzym  Roche, Mannheim 
LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I Roche, Mannheim 
LightCycler TaqMan Master Roche, Mannheim 
Plazenta-cDNA BD Biosciences, USA 
puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads GE Healthcare, England 
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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VektorenVektorenVektorenVektoren    
    
Klonierungs-Vektoren: pCR2.1-TOPO und pCR4-TOPO (Invitrogen) 
Für die Sequenzierung von cDNA-Fragmenten, die für die Herstellung bestimmter Expressions-
vektoren nötig waren, wurden die TOPO-Vektoren der Firma Invitrogen verwendet (Abb. D-1). Das 
Prinzip dieser Vektoren basiert auf der terminalen Adenosintransferase-Aktivität von Taq-Poly-
merasen. Diese ermöglicht das Anhängen von Desoxyadenosin an die 3´-Enden von PCR-
Produkten. Da die verwendeten linearisierten Vektoren pCR2.1-TOPO bzw. pCR4-TOPO einen über-
hängenden 3´-Desoxythymidin-Rest haben, können PCR-Produkte sehr einfach in diese Plasmide 
ligiert werden, was durch die kovalent an den linearisierten Vektor gebundene Topoisomerase I 
katalysiert wird (Shuman, 1994). Mittels der Antibiotika-Resistenzgene Ampicillin und Kanamycin 
können die erfolgreich transformierten E.coli-Klone selektioniert werden.  
 

 

Abb. Abb. Abb. Abb. DDDD----1111: : : : Vektorkarten von pCR2.0Vektorkarten von pCR2.0Vektorkarten von pCR2.0Vektorkarten von pCR2.0----TOPO und pCR4TOPO und pCR4TOPO und pCR4TOPO und pCR4----TOPOTOPOTOPOTOPO    

 
pEGFP-N3 (BD Clontech, USA) 
Das Plasmid pEGFP-N3 kodiert für ein spezielles Derivat des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) 
der Qualle Aequoria victoria (Abb. D-2). Dieses wurde hinsichtlich der Expression und einer stärke-
ren Fluoreszenz für Säugetierzellen optimiert. Darüber hinaus kann man in dieses Plasmid das 
gewünschte Transgen in die multiple cloning site (MCS) am 5´-Ende der EGFP-kodierenden 
Sequenz einbringen, so dass eine Fusion des Transgens mit dem N-Terminus des EGFP entsteht. Die 
Selektion erfolgreich transformierter E.coli-Klone erfolgt über Kanamycin-Zugabe in das Medium. 

 

Abb. Abb. Abb. Abb. DDDD----2222: : : : VektorkaVektorkaVektorkaVektorkarte des Reporterplasmids pEGFPrte des Reporterplasmids pEGFPrte des Reporterplasmids pEGFPrte des Reporterplasmids pEGFP----N3N3N3N3 
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Gaussia-Vektoren: pGLucBasic und pCMVGLuc (NEB)    
Die beiden Vektoren pGLucBasic und pCMV-GLuc der Firma NEB dienen der Expression der 
Luciferase aus dem Tiefsee-Cephalopoden Gaussia princeps. Diese spezielle Luciferase, die ein für 
die Sekretion wichtiges Signalpeptid trägt, kann ohne die Zugabe von ATP im Überstand 
transfizierter Zellen bestimmt werden. Die Aktivität der Luciferase, die eine Oxidation des Sub-
strates Coelenterazin katalysiert, kann über Lichtemission gemessen und im Luminometer quanti-
fiziert werden. Der pGLucBasic-Vektor trägt die kodierende Sequenz für die Gaussia-Luciferase 
ohne einen Promotor und kann demnach für Promotorstudien nachträglich eingefügter Promotor-
sequenzen verwendet werden. Die Selektion transfizierter Zellen erfolgt über Neomycin-Zugabe ins 
Kulturmedium. Der CMV-GLuc-Vektor hingegen dient als Kontrollvektor für die konstitutive 
Expression der Gaussia-Luciferase. Auch hier können stabil transfizierte Zellklone über Selektion in 
Neomycinhaltigem Medium generiert werden. Das Gen für die prokaryontische Antibiotika-Resis-
tenz ist in beiden Fällen Ampicillin. 
 

 

Abb. Abb. Abb. Abb. DDDD----3333: : : : Vektorkarten der GaussiaVektorkarten der GaussiaVektorkarten der GaussiaVektorkarten der Gaussia----LuciferaseLuciferaseLuciferaseLuciferase----Plasmide pGLucPlasmide pGLucPlasmide pGLucPlasmide pGLuc----Basic und pCMVBasic und pCMVBasic und pCMVBasic und pCMV----GLucGLucGLucGLuc    

 
pcDNA3.1 (Invitrogen) 
Der Expressionsvektor pcDNA3.1 (Invitrogen) ermöglicht die transiente und stabile Transfektion 
eukaryontischer Zellen mit dem Ziel ein Transgen, das in die MCS eingebracht wurde, konstitutiv 
überzuexprimieren. Es enthält den sehr starken Promotor des Cytomegalie Virus und die Poly-
Adenylierungssequenz des bovine growth hormone (BGH) (Abb. D-4). Die Selektion stabil transfi-
zierter eukaryontischer Zellen kann durch Zugabe von Neomycin ins Kulturmedium erfolgen, 
während die Zugabe von Ampicillin die Selektion in Prokaryonten ermöglicht. 

 

    

    

    

    

    

    

Abb. Abb. Abb. Abb. DDDD----4444: : : : Vektorkarte des pcDNA3.1 ExpressionsvektorsVektorkarte des pcDNA3.1 ExpressionsvektorsVektorkarte des pcDNA3.1 ExpressionsvektorsVektorkarte des pcDNA3.1 Expressionsvektors 
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pSUPER8TOPflash 
Der aus dem Labor von Prof. Randy Moon bezogene Vektor pSUPER8TOPflash dient dem Nachweis 
� -Catenin-abhängiger Expression. Es handelt sich um ein weit verbreitetes Reportersystem, bei 
dem die Expression der Glühwürmchen (Photinus pyralis) Luciferase nur nach Translokation von 
� -Catenin in den Zellkern und Assoziation mit Tcf/Lef-Transkriptionsfaktoren erfolgen kann. Dieses 
Reportersystem ist dadurch gekennzeichnet, dass die Luciferase unter der Kontrolle eines mini-
malen Thymidin-Kinase Promotors (pTAMin) aus dem Herpes simplex Virus steht, der für sich allein 
nur eine sehr geringe Aktivität aufweist. Unmittelbar vor dieser Promotorsequenz liegt ein DNA-
Abschnitt, der aus acht aufeinander folgenden Tcf/Lef-Bindungsstellen (AGATCAAAGG) besteht, die 
jeweils von einer Spacer-Sequenz (GGGTA) getrennt sind. Das Rückgrat besteht aus dem pTA-Luc-
Vektor (4864 bp) der Firma BD Clontech, über dessen MluI Schnittstelle in der multiple cloning site 
die 8xTcf/Lef-DNA-Sequenz eingebracht wurde (Abb. D-5). 
 

 

Abb. Abb. Abb. Abb. DDDD----5555: : : : Vektorkarte des  Reportervektors pSUPER8TOPVektorkarte des  Reportervektors pSUPER8TOPVektorkarte des  Reportervektors pSUPER8TOPVektorkarte des  Reportervektors pSUPER8TOP----flasflasflasflash h h h     

    
Frizzled-Expressionsvektoren 
Für den Nachweis von Fzd1, 2, 3, 4, 5, 6, 9 und 10 wurde vektorielle DNA als Positivkontrolle in die 
PCR eingesetzt. Mit Ausnahme des Fzd4-Expressionsvektors stammten alle Plasmide von der Firma 
Origene (Rockville, USA) und basierten auf dem Grundgerüst pCMV6-XL4 (4707 bp) bzw. pCMV6-
XL5 (4482 bp). Die kodierende Sequenz von Fzd4 wurde in den pcDNA3.1-Vektor (5428 bp) der 
Firma Invitrogen eingebracht. Name und Herkunft aller Fzd-Expressionsplasmide können Tab. D-2 
entnommen werden. Im Falle von Fzd7 und Fzd8 stand kein derartiges Plasmid zur Verfügung. 

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----2222: : : : FzdFzdFzdFzd----ExpressionsplasmideExpressionsplasmideExpressionsplasmideExpressionsplasmide    

Gen Vektorbezeichung Vektorrückgrat Insert-
Größe (bp) 

Antibiotika-
Resistenz 

Herkunft 

Fzd4 FZD4000000 pcDNA3.1 1614 Ampicillin UMR cDNA Res. 
Center (Rolla, USA) 

Fzd1 TC117910 pCMV6-XL4 4300 Ampicillin Origene 
Fzd2 TC127603 pCMV6-XL4 2170 Ampicillin Origene 
Fzd3 TC107940 pCMV6-XL5 3900 Ampicillin Origene 
Fzd5 TC117952 pCMV6-XL4 2500 Ampicillin Origene 
Fzd6 TC117911 pCMV6-XL5 3670 Ampicillin Origene 
Fzd9 TC117912 pCMV6-XL4 2000 Ampicillin Origene 
Fzd10 TC115678 pCMV6-XL4 3000 Ampicillin Origene 
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Oligonukleotide für PlasmidkonstruktionOligonukleotide für PlasmidkonstruktionOligonukleotide für PlasmidkonstruktionOligonukleotide für Plasmidkonstruktion    und PCRund PCRund PCRund PCR    

 
Oligonukleotide für die Herstellung der Wnt3a-Konstrukte (pN3-Wnt3a + pN3-Mock): 
BglII-Wnt3a-for                                 5´-AGATCTATGGCCCCACTCGGATACTTCTTACTCCTCTGC -3´ 
EcoRI-Wnt3a-rev                               5´-GAATTCCTACTTGCAGGTGTGCACGTCGTAGACGCGCGTGC -3´ 
Oligonukleotide für die Herstellung der TOP-Konstrukte: 
HindIII-GLuc-for 5´-AAGCTTATGGGAGTCAAAGTTCTGTTTGC -3´ 
BamHI-GLuc-rev 5´-GGATCCTTAGTCACCACCGGCCCCCTTGAT -3´ 
 
Primer für die quantitative RT-PCR (qRT-PCR): 
Die Primer für die qRT-PCR von APC, Axin2, � -Catenin, Cyclin D1, EGFP, GAPDH, LRP5, MMP-2 
sowie MT1-MMP wurden von Search LC (Heidelberg) bezogen und mit Hilfe des SYBR Green I 
Farbstoffs (Roche) quantifiziert. Im Falle der in Tab. D-3 zusammengefassten Gene erfolgte die 
Quantifizierung hingegen unter Verwendung der Universal Probe Library Sonden und des dazu 
benötigten Kits LightCycler-TaqMan-Master ebenfalls (Roche). Die Primersequenzen wurden mit 
Hilfe der ProbeFinder Software der Firma Roche bestimmt.  

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----3333: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten Primer für die qRT: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten Primer für die qRT: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten Primer für die qRT: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten Primer für die qRT----PCR.PCR.PCR.PCR.    

GenGenGenGen    Genbank Genbank Genbank Genbank ––––IDIDIDID    
    

fffforwardorwardorwardorward----PrimerPrimerPrimerPrimer----SequenzSequenzSequenzSequenz    
rrrreverseeverseeverseeverse----PrimerPrimerPrimerPrimer----SequenzSequenzSequenzSequenz    

BindungBindungBindungBindungssssregion in region in region in region in 
der mRNAder mRNAder mRNAder mRNA    

ProduktProduktProduktProdukt    
bpbpbpbp    

ALAS1-
Maus 

NM_020559 5´-(GGGCTTTGAGCAGCCTCT)-3´ 
5´-(ACAGGCAGCAGCGTCTTC)-3´ 

405-423 
451-468 

63 

� -Catenin-
Maus 

NM_007614 5´-(GCAGCAGCAGTTTGTGGA)-3´ 
5´-(TGTGGAGAGCTCCAGTACACC)-3´ 

1180-1897 
1927-1947 

68 

CyclinD1-
Maus 

NM_007631 5´-(CCATCCATGCGGAAAATC)-3´ 
5´-(CAGGCGGCTCTTCTTCAG)-3´ 

297-314 
417-434 

134 

Dkk-1-
Human 

NM_012242 5´-(CAGGCGTGCAAATCTGTCT)-3´ 
5´-(AATGATTTTGATCAGAAGACACACATA)-3´ 

471-489 
564-590 

120 

Fzd7-
Human 

NM_003507 5´-(AAGCGGTTTGGATGAAAAGA)-3´ 
5´-(GATTCACATCGCCGTTATCA)-3´ 

1976-1995 
2024-2043 

68 

Fzd7- 
Maus 

NM_008057 5´-(GCTACTTCATGGTGGCAGTG)-3´ 
5´-(GGTAGCCATCGTCCGAGA)-3´ 

1022-1041 
1094-1111 

90 

Fzd8-
Human 

NM_031866 5´-(CGCCACGCGTTAATTTCT)-3´ 
5´-(ATCTCGGGTTCTGGAAACG)-3´ 

2336-2353 
2381-2399 

64 

Fzd8- 
Maus 

NM_008058 5´-(CTAGAGGTGCACCAGTTTTGG)-3´ 
5´-(TGCTACACAGAAAGAACTTGAGGT)-3´ 

199-219 
248-271 

73 

Fzd9- 
Maus 

XM_284144 5´-(TCTGCTGCCCCTTACCAG)-3´ 
5´-(GGTGTAACCATAGCGGTACAAGT)-3´ 

58-75 
152-174 

117 

Fzd10-
Human 

NM_007197 5´-(TTGGTTTTCCAGCGAAGG)-3´ 
5´-(CCACAAATTAGTTACACAAGAGGCTA)-3´ 

2400-2417 
2436-2461 

62 

Fzd10-
Maus 

NM_175284 5´-(TTATGGTGGGTGGTCCTCAC)-3´ 
5´-(CTCATGGCCCCACTTCTTT)-3´ 

1088-1107 
1132-1150 

63 

Lrp5- 
Maus 

NM_008513 5´-(ACCCACCTGACAGGCATC)-3´ 
5´-(GCACAAGGATGGGCTGAG)-3´ 

3695-3712 
3745-3762 

68 

LRP6-
Human 

NM_002336 5´-(ATCCGAAAGGCACAAGAAGA)-3´ 
5´-(GACTCGGAACTGAGCTCACAA)-3´ 

3042-3061 
3085-3105 

64 

MMP2-
Maus 

NM_008610 5´-(GCAGTGATGGCTTCCTCTG)-3´ 
5´-(CCCATGGTAAACAAGGCTTC)-3´ 

1052-1070 
1126-1145 

94 

MMP9-
Maus 

NM_013599 5´-(ACGACATAGACGGCATCCA)-3´ 
5´-(GCTGTGGTTCAGTTGTGGTG)-3´ 

1307-1325 
1374-1393 

87 

MT1-MMP-
Maus 

NM_008608 5´-(CCCAAGGCAGCAACTTCA)-3´ 
5´-(CCCTGGAGGTAGGTAGCCATA)-3´ 

329-346 
370-390 

62 
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Primer für die semiquantitative RT-PCR: 
Der qualitative Nachweis der 10 Frizzled-Rezeptoren in hMSC und mMSC wurde über semiquanti-
tative RT-PCR und Analyse der PCR-Produkte im DNA-Agarosegel erbracht. Die Auswahl der Primer 
erfolgte hierbei meist wiederum unter Zuhilfenahme der Spezialsoftware der Firma Roche 
(https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp). Unterschiede zwischen den hu-
manen und murinen Primern gleicher Zieltranskripte sind in Tab. D-4 unterstrichen. Wenn möglich 
wurden - wie im Falle von Fzd1, 2, 3, 4, 5 und 6 - die orthologen Sequenzbereiche im humanen 
und murinen System herangezogen. Für den Nachweis der Rezeptoren Fzd1 und Fzd6 mussten 
keine neuen Primer generiert werden, weil hier eine vollständige Sequenzhomologie zwischen den 
humanen und murinen Sequenzen gegeben war. Im Gegensatz dazu mussten die orthologen 
Primersequenzen für den Nachweis von Fzd2, 3 und 5 im Maussystem partiell verändert werden.  

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----4444: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit : Zusammenfassung aller in dieser Arbeit : Zusammenfassung aller in dieser Arbeit : Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten Primer für die semiverwendeten Primer für die semiverwendeten Primer für die semiverwendeten Primer für die semiquantitative RTquantitative RTquantitative RTquantitative RT----PCR.PCR.PCR.PCR.    

GenGenGenGen    Genbank Genbank Genbank Genbank ––––IDIDIDID    
    

fffforwardorwardorwardorward----PrimerPrimerPrimerPrimer----SequenzSequenzSequenzSequenz    
rrrreverseeverseeverseeverse----PrimerPrimerPrimerPrimer----SequenzSequenzSequenzSequenz    

BindungBindungBindungBindungssssregion in region in region in region in 
dddder cDNAer cDNAer cDNAer cDNA    

ProduktProduktProduktProdukt    
bpbpbpbp    

Fzd1-
Human 

NM_0035015 5´-(CAGAGCGGGCAGCAGTACAA)-3´ 
5´-(GCGCGGGCAGGAGAACTT)-3´ 

702-721 
1230-1247 

545 

Fzd1- 
Maus 

NM_021457 5´-(CAGAGCGGGCAGCAGTACAA)-3´ 
5´-(GCGCGGGCAGGAGAACTT)-3´ 

665-684 
1193-1210 

545 

Fzd2-
Human 

NM_001466 5´-(CCATCCTATCCAGCTCACAAGTTTCT)-3´ 
5´-(GCAGCCCTCCTTCTTGGTG)-3´ 

754-779 
1095-1113 

359 

Fzd2- 
Maus 

NM_020510 5´-(CCGTCCTATCTCAGCTATAAGTTTCT)-3´ 
5´-(GCAGCCTTCTTTCTTAGTG)-3´ 

892-917 
1232-1251 

359 

Fzd3-
Human 

NM_017412 5´-(ACAGCAAAGTGAGCAGCTACC)-3´ 
5´-(CTGTAACTGCAGGGCGTGTA)-3´ 

1736-1756 
1789-1808 

72 

Fzd3- 
Maus 

NM_021458 5´-(ACAGCAAAGTGAGCAGCTACC)-3´ 
5´-(CGGTAACTGCAGGGAGTGTA)-3´ 

2048-2068 
2100-2120 

72 

Fzd4-
Human 

NM_012193 5´-(ACACCGCTCATCCAGTACG)-3´ 
5´-(TGCACATTGGCACATAAACA)-3´ 

274-265 
300-319 

72 

Fzd4- 
Maus 

NM_008055 5´-(ACGCCGCTCATCCAGTACG)-3´ 
5´-(TGCACATTGGCACATAAACC)-3´ 

541-559 
593-613 

72 

Fzd5-
Human 

NM_003468 5´-(TCTTCACGCTGCTCTACACG)-3´ 
5´-(GGTAGTGCTGCTCGTACAGGT)-3´ 

1355-1374 
1403-1423 

68 

Fzd5- 
Maus 

NM_022721 5´-(TCTTCACCCTGCTCTACACG)-3´ 
5´-(GGTAGTGCTGCTCATACAGGT)-3´ 

2226-2254 
2273-2294 

68 

Fzd6-
Human 

NM_003506 5´-(TTTTGTCTTTGTGCAACTCTGTTCA)-3´ 
5´-(AGCCAATTCTGGTCGAGCTTTTG)-3´ 

898-922 
1676-1698 

800 

Fzd6- 
Maus 

NM_008056 5´-(TTTTGTCTTTGTGCAACTCTGTTCA)-3´ 
5´-(AGCCAATTCTGGTCGAGCTTTTG)-3´ 

930-954 
1707-1730 

800 

Fzd7-
Human 

NM_003507 5´-(AAGCGGTTTGGATGAAAAGA)-3´ 
5´-(GATTCACATCGCCGTTATCA)-3´ 

1976-1995 
2024-2043 

68 

Fzd7- 
Maus 

NM_008057 5´-(GCTACTTCATGGTGGCAGTG)-3´ 
5´-(GGTAGCCATCGTCCGAGA)-3´ 

1022-1041 
1094-1111 

90 

Fzd8-
Human 

NM_031866 5´-(CGCCACGCGTTAATTTCT)-3´ 
5´-(ATCTCGGGTTCTGGAAACG)-3´ 

2336-2353 
2381-2399 

64 

Fzd8- 
Maus 

NM_008058 5´-(CTAGAGGTGCACCAGTTTTGG)-3´ 
5´-(TGCTACACAGAAAGAACTTGAGGT)-3´ 

199-219 
248-271 

73 

Fzd9-
Human 

NM_003508 5´-(GGCCGGGCCCGGGCCAAGGC)-3´ 
5´-(GGGTCCGTCTTAGTCATGTG)-3´ 

1871-1890 
1957-1977 

106 

Fzd9- 
Maus 

XM_284144 5´-(AGCTGTCAAGGTCAGACAAGTG)-3´ 
5´-(AAGGCCCTGAGCTTTACTGG)-3´ 

1881-1902 
1935-1954 

74 

Fzd10-
Human 

NM_007197 5´-(TTGGTTTTCCAGCGAAGG)-3´ 
5´-(CCACAAATTAGTTACACAAGAGGCTA)-3´ 

2400-2417 
2436-2461 

62 

Fdz10-
Maus 

NM_175284 5´-(TTATGGTGGGTGGTCCTCAC)-3´ 
5´-(CTCATGGCCCCACTTCTTT)-3´ 

1088-1107 
1132-1150 

63 
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D.1.3.2D.1.3.2D.1.3.2D.1.3.2 Chemikalien und Materialien für mikrobiologische TechnikenChemikalien und Materialien für mikrobiologische TechnikenChemikalien und Materialien für mikrobiologische TechnikenChemikalien und Materialien für mikrobiologische Techniken    

Chemikalien und Materialien Chemikalien und Materialien Chemikalien und Materialien 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 Wagner und Munz, München 
Glycerin Serva, Heidelberg 
Kanamycinsulfat Roche, Mannheim 
Kryoröhrchen, 1,8 ml Nunc, Wiesbaden 
Petrischalen, Polystyrol  9 cm Æ Greiner, Nürtingen 

    

BakterienstämmeBakterienstämmeBakterienstämmeBakterienstämme    

 
Die Bakterienstämme der Stammsammlung wurden durch Transformation der nachfolgend aufge-
führten E.coli-Stämme mit den entsprechenden Plasmiden erhalten. 
 
TOP 10 (Invitrogen) 
Genotyp: F- mcrA�  (mrr-hsdRMS-mcrBC)f 80lacZ� M15� lacX74 recA1 araD139� (ara-leu)7697 galK 
rpsL(StrR) endA1 nupG  
 
XL-10 GOLD (Stratagene, USA) 
Genotyp: Tetr � (mcrA)183� (mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac 
Hte [F' proAB lacIqZ� M15 Tn10 (TetR) Amy CamR] 
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D.1.3.3D.1.3.3D.1.3.3D.1.3.3 Chemikalien undChemikalien undChemikalien undChemikalien und    Materialien für zellbiologische TechnikenMaterialien für zellbiologische TechnikenMaterialien für zellbiologische TechnikenMaterialien für zellbiologische Techniken    

Chemikalien und Materialien Chemikalien und Materialien Chemikalien und Materialien Chemikalien und Materialien     

 
Alizarin Rot  Sigma, Deisenhofen 
Amphotericin B PAA, Österreich 
� -Glycerolphosphat Sigma, Deisenhofen 
chamber slides  Nunc, Wiesbaden 
Costar-Transwell-Filter 6,5 mm Æ, 5 µm PorenÆ    Corning, Niederlande 
Costar-Transwell-Filter 6,5 mm Æ, 8 µm PorenÆ Corning, Niederlande 
Dexamethason Sigma, Deisenhofen 
Diff-Quick Medion Diagnostic, Schweiz 
DMEM mit 2 mM L-Glutamin, 4,5 g/l Glukose PAA, Österreich 
DMSO Merck, Darmstadt 
Ethanol  Merck, Darmstadt 
FCS (fetal calf serum)   Sigma, Deisenhofen 
Formalin, neutral gepuffert VWR, Darmstadt 
Geniticin Sigma, Deisenhofen 
Glycerol Merck, Darmstadt 
Humanserum PAA, Österreich 
IBMX  Sigma, Deisenhofen 
IMDM mit L-Glutamin PAA, Österreich 
Indomethacin   Sigma, Deisenhofen 
Insulin  Sigma, Deisenhofen 
Isopropanol  Merck, Darmstadt 
L-Ascorbinsäure-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 PAA, Österreich 
MSC-Basalmedium und Growth Supplement Lonza, USA 
Nutridoma  Roche, Mannheim 
Oil Red O Sigma, Deisenhofen 
Penicillin/Streptomycin PAA, Österreich 
Pferdeserum PAA, Österreich 
siRNA-Puffer Qiagen, Hilden 
Trypsin-EDTA, 10 x Lösung PAA, Österreich 
Zellkulturgefäße und -platten  Nunc, Wiesbaden 
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siRNAssiRNAssiRNAssiRNAs    

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----5555: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwen: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwen: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwen: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten siRNAs zur Transfektion vondeten siRNAs zur Transfektion vondeten siRNAs zur Transfektion vondeten siRNAs zur Transfektion von    hMSChMSChMSChMSC    und mMSC.und mMSC.und mMSC.und mMSC.    

siRNAsiRNAsiRNAsiRNA    Genbank IDGenbank IDGenbank IDGenbank ID    
humanhumanhumanhuman    
murinmurinmurinmurin    

TargetTargetTargetTarget----SequenzSequenzSequenzSequenz    
ssssenseenseenseense----SequenzSequenzSequenzSequenz    
aaaantisensentisensentisensentisense----SequenzSequenzSequenzSequenz    

SpezifitätSpezifitätSpezifitätSpezifität    

Negativ-
kontrolle 

-  
5´-r(UUCUCCGAACGUGUCACGU)d(TT)-3´ 
5´-r(ACGUGACACGUUCGGAGAA)d(TT)-3´ 

- 

APC#1 NM_000038 5´-AATGAGAGCACTGATGATAAA-3´ 
5´-r(UGAGAGCACUGAUGAUAAA)d(TT)-3´ 
5´-r(UUUAUCAUCAGUGCUCUCA)d(TT)-3´ 

human 

APC#2 NM_000038 
NM_007462 

5´-AAGACAAGAGCTAGAAGATAA-3´ 
5´-r(GACAAGAGCUAGAAGAUAA)d(TT)-3´ 
5´-r(UUAUCUUCUAGCUCUUGUC)d(TT)-3´ 

human/murin 

Axin2#1 NM_004655 5´-AAGGACTTGTGCCGACTTCAA-3´ 
5´-r(GGACUUGUGCCGACUUCAA)d(TT)-3´ 
5´-r(UUGAAGUCGGCACAAGUCC)d(TT)-3´ 

human 

Axin2#2 NM_004655 5´-AAGTGAGTTGGTTGTCACTTA-3´ 
5´-r(GUGAGUUGGUUGUCACUUA)d(TT)-3´ 
5´-r(UAAGUGACAACCAACUCAC)d(TT)-3´ 

human 

Axin2#3 NM_004655 5´-AAGAAGAGCGATCCTGTTAAT-3´ 
5´-r(GAAGAGCGAUCCUGUUAAU)d(TT)-3´ 
5´-r(UUGUUGAGCAAGGCAACCA)d(TT)-3´ 

human 

� -Catenin NM_001904 5´-AATGGTTGCCTTGCTCAACAA-3´ 
5´-r(UGGUUGCCUUGCUCAACAA)d(TT)-3´ 
5´-r(UUGUUGAGCAAGGCAACCA)d(TT)-3´ 

human 

� -Catenin NM_007614 5´-AATGAGGACCTACACTTATGA-3´ 
5´-r(UGAGGACCUACACUUAUGA)d(TT)-3´ 
5´-r(UCAUAAGUGUAGGUCCUCA)d(TT)-3´ 

murin 

Cyclin D1 NM_012242 5´-AACCACAGATGTGAAGTTCAT-3´ 
5´-r(CCACAGAUGUGAAGUUCAU)d(TT)-3´ 
5´-r(AUGAACUUCACAUCUGUGG)d(TT)-3´ 

human 

Cyclin D1 NM_007631 5´-AACCACAGATGTGAAGTTCAT-3´ 
5´-r(GCAUGUUCGUGGCCUCUAA)d(TT)-3´ 
5´-r(UUAGAGGCCACGAACAUGC)d(TT)-3´ 

murin 

Fzd8#1 NM_031866 
NM_008058 

5´-AACTCTGTGCATGGACTACAA-3´ 
5´-r(CCAUCUGCCUGGAGGACUA)d(TT)-3´ 
5´-r(UAGUCCUCCAGGCAGAUGG)d(TT)-3´ 

human/murin 

Fzd8#2 NM_031866 
 

5´-AAGTACTTCATGTGCCTAGTA-3´ 
5´-r(GUACUUCAUGUGCCUAGUA)d(TT)-3´ 
5´-r(UACUAGGCACAUGAAGUAC)TT)-3´ 

human 
 

LRP5 NM_002335 5´-AACCAACGACCTCACCATTGA-3´ 
5´-r(CCAACGACCUCACCAUUGA)d(TT)-3´ 
5´-r(UCAAUGGUGAGGUCGUUGG)d(TT)-3´ 

human 

LRP5 NM_008513 
NM_008513 

5´-AACCAACGACCTCACCATTGA-3´ 
5´-r(CCAACGACCUCACCAUUGA)d(TT)-3´ 
5´-r(UCAAUGGUGAGGUCGUUGG)d(TT)-3´ 

human/murin 

LRP6 NM_002336 
NM_008514 

5´-AATCAGCGAAGAAGCCATTAA-3´ 
5´-r(UCAGCGAAGAAGCCAUUAA)d(TT)-3´ 
5´-r(UUAAUGGCUUCUUCGCUGA)d(TT)-3´ 

human/murin 

MT1-MMP NM_004995 5´-AACCAGAAGCTGAAGGTAGAA-3´ 
5´-r(CCAGAAGCUGAAGGUAGAA)d(TT)-3´ 
5´-r(UUCUACCUUCAGCUUCUGG)d(TT)-3´ 

human 
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Säugetierzellen Säugetierzellen Säugetierzellen Säugetierzellen     

 
hMSC-L (Lonza) 
hMSC wurden von der Firma Lonza (USA), ehemals Cambrex (USA), bezogen. Die Zellen wurden 
durch Dichtegradientenzentrifugation aus Knochenmark des posterioren Beckenkamms isoliert, 
wobei ihre Abtrennung von hämatopoetischen Zellen durch selektive Adhärenz an Plastik erfolgt. 
Die Zellen wurden durchflusszytometrisch positiv für CD105, CD166, CD29 sowie CD44 und 
negativ für CD14, CD34 und CD45 getestet. Die Firma garantiert einen negativen Befund auf HIV, 
Mycoplasmen, Hepatitis-B und -C, Bakterien und Pilze sowie die mesodermale Differenzierungs-
fähigkeit der Zellen. Die adipogene Differenzierung wurde durch Lipidvakuolenbildung, die chon-
drogene Differenzierung durch Bildung von Kollagen 2 sowie die osteogene Differenzierung durch 
Mineralisierung nachgewiesen. Im Rahmen der Promotionsarbeit wurden hMSC dreier Spender 
(Tab. D-6) herangezogen, die laut Firmenangabe normalgewichtig waren und keine Anzeichen für 
Herzerkrankungen, Diabetes, Krebs, Epilepsie oder andere Organdysfunktionen zeigten. 

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----6666: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten Spender von hMSC: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten Spender von hMSC: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten Spender von hMSC: Zusammenfassung aller in dieser Arbeit verwendeten Spender von hMSC----LLLL    

hMSC (Spender) Lot-Nummer Geschlecht Alter (Jahre) 
I 1F1061 weiblich 19 
II 3F1451 weiblich 23 
III 370664 weiblich 19 

 

hMSC-P (Prockop) 
Des Weiteren wurden hMSC von der Arbeitsgruppe von Prof. Darwin Prockop (Tulane University, 
New Orleans, USA) bezogen. Die Zellen wurden aus dem oberen Beckenkamm erwachsener Spender 
gewonnen und durch Dichtegradientenzentrifugation sowie anschließender selektiver Adhärenz an 
Plastik angereichert (Sekiya et al., 2002). Die verwendeten Zellen entstammen einem männlichen 
27-jährigen Spender. Sie wurden im Prockop-Labor in die osteogene, adipogene und chondrogene 
Richtung differenziert. Die durchflusszytometrische Analyse ergab das folgende Expressionsprofil: 
Die Zellen waren positiv für CD44, CD166, CD90, CD105, CD147, CD49c, CD29, CD49f und CD59, 
wohingegen die Expression von CD36, CD34, CD117 und CD45 nicht nachgewiesen werden konnte. 
 

mMSC (Prockop) 
Ebenfalls aus dem Prockop-Labor stammten die mMSC, deren Isolierung, Selektion und Expansion 
in dieser Arbeitsgruppe optimiert wurde (Peister et al., 2004). Bevor die Zellen in Umlauf kamen, 
wurde die Differenzierungsfähigkeit in Richtung Knochen und Fett analysiert. Die in dieser Arbeit 
verwendeten Zellen entstammen einer männlichen Maus des Stammes C57Bl6 und erwiesen sich 
nach durchflußzytometrischer Analyse als positiv für Sca-1 und CD29, wohingegen eine Expression 
von CD34, CD11B und CD45 nicht nachgewiesen werden konnte.  
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D.1.3.4D.1.3.4D.1.3.4D.1.3.4 Chemikalien und Materialien für proteinchemische TechnikenChemikalien und Materialien für proteinchemische TechnikenChemikalien und Materialien für proteinchemische TechnikenChemikalien und Materialien für proteinchemische Techniken    

Chemikalien und Materialien Chemikalien und Materialien Chemikalien und Materialien Chemikalien und Materialien     

 
4 - 15 % Tris-HCl Acrylamidgele Biorad, München 
Acrylamid : Bisacrylamid (37,1 : 1) Carl Roth, Karlsruhe 
APS Carl Roth, Karlsruhe 
BCA-Assay Interchim, Frankreich 
BioMax Kodak, USA 
BioMax Filmkassette Kodak, USA 
Brij35 Merck, Darmstadt 
Bromphenolblau Serva, Heidelberg 
BSA Sigma, Deisenhofen 
Cellophan  Carl Roth, Karlsruhe 
DAPI Molecular Probes, USA 
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck, Darmstadt 
DTT Sigma, Deisenhofen 
ECL Plus Western Blotting Detektionsreagenz Amersham Biosciences, Freiburg 
Essigsäure Merck, Darmstadt 
Fertig-Zymogramm Gel, 10 % Gelatine BioRad, München 
Formaldehyd Sigma, Deisenhofen 
Gelatin Sepharose 4B Amersham Biosciences, USA 
Gelatine Merck, Darmstadt 
Geltrocknungsrahmen Carl Roth, Karlsruhe 
Glycin Merck, Darmstadt 
Hepes Sigma, Deisenhofen 
Methanol Merck, Darmstadt 
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe 
Natriumchlorid Merck, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat Merck, Darmstadt 
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt 
Nitrozellulosemembran BA 85 (0,45 µm) Schleicher und Schuell, Kassel 
PhastGel Blue R (Coomassie) Amersham Biosciences, Freiburg 
Precision Plus Protein Standard Kaleidoscope BioRad, München 
Proteaseninhibitor-Cocktail, Complete-Mini Roche, Penzberg 
SDS Serva, Heidelberg 
SeeBlue Plus2 Protein-Molekularstandard Invitrogen, Karlsruhe 
TEMED Carl Roth, Karlsruhe 
Tris-Base Sigma, Deisenhofen 
Tris-Cl Sigma, Deisenhofen 
Triton X-100 Sigma, Deisenhofen 
Tween-20 Serva, Heidelberg 
WesternGlo Detektionsreagenz R&D Systems, USA 
Whatman Filterpapier Nr.1 Whatman/Vetter, Ammerbuch 
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ProteineProteineProteineProteine    und und und und AAAAntikörperntikörperntikörperntikörper/Konjugate/Konjugate/Konjugate/Konjugate    

 
Rekombinante Proteine: 
humanes Dkk-1 R&D Systems, USA 
humanes LRP6/FC Chimäre R&D Systems, USA 
murines Wnt3a R&D Systems, USA 
 
Antikörper: 
(alle Antikörper erkennen sowohl humane als auch murine Antigene) 
goat anti-LRP5 (Y-20) SCBT, USA 
goat anti-LRP6 (C-20) SCBT, USA 
goat anti-� -Aktin (I-19) SCBT, USA 
goat anti-� -Catenin (C-18) SCBT, USA 
mouse anti-Dkk-1, monoklonal R&D Systems, USA 
rabbit anti-Cyclin D1  SCBT, USA 
rabbit anti-MT1-MMP Sigma, Deisenhofen 
 
Konjugate: 
donkey anti-goat HRP-linked SCBT, USA 
donkey anti-goat, F(ab)2-FITC SCBT, USA 
goat anti-mouse HRP-linked New England Biolabs, Frankfurt 
goat anti-rabbit HRP-linked New England Biolabs, Frankfurt 
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D.2D.2D.2D.2 MethodenMethodenMethodenMethoden    

D.2.1D.2.1D.2.1D.2.1 Molekularbiologische MethodenMolekularbiologische MethodenMolekularbiologische MethodenMolekularbiologische Methoden    

Die meisten verwendeten molekularbiologischen Methoden wurden nach Angaben von Sambrook 
et al. durchgeführt (Sambrook et al., 2001). Abweichende Methoden und neu etablierte Techniken 
werden einzeln erläutert.  

D.2.1.1D.2.1.1D.2.1.1D.2.1.1 Methoden für die Klonierung rekombinanter GensequenzenMethoden für die Klonierung rekombinanter GensequenzenMethoden für die Klonierung rekombinanter GensequenzenMethoden für die Klonierung rekombinanter Gensequenzen    

Plasmidisolierung aus Plasmidisolierung aus Plasmidisolierung aus Plasmidisolierung aus E.coliE.coliE.coliE.coli    

Die Gewinnung von Plasmid-DNA aus E.coli Zellen erfolgte mit Hilfe des Plasmidisolierungs-Kits 
der Firma PeqLab und beruht auf der alkalischen Lyse der Zellen (Birnboim and Doly, 1979). 

Restriktion und Ligation von RestriktionsfragmentenRestriktion und Ligation von RestriktionsfragmentenRestriktion und Ligation von RestriktionsfragmentenRestriktion und Ligation von Restriktionsfragmenten    

Die Restriktion mit spezifischen Endonukleasen wurde für die Linearisierung von Plasmiden oder 
zum Ausschneiden gewünschter DNA-Fragmente verwendet. Die analytische Restriktion diente der 
Überprüfung rekombinanter Plasmide, während durch präparative Restriktion die Subklonierung 
von DNA-Sequenzen angestrebt wurde, wobei jeweils 1 µg bzw. 2,5 pmol DNA eingesetzt wurden. 
Die Menge des Restriktionsenzyms (RE) wurde in Anlehnung an folgende Faustregel ermittelt:  
als 1 U wurde die Menge an Restriktionsenzym festgesetzt, die benötigt wird, um 1 µg � -Phagen-
DNA (48.000-bp) in 1 Stunde bei optimalen Reaktionsbedingungen komplett zu verdauen.  

][
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Die so gewonnenen DNA-Fragmente wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und bei 
Bedarf für die weitere Verarbeitung aus dem Agarosegel eluiert. Zuvor ausgeschnittene DNA-Frag-
mente wurden durch Ligation für die Herstellung rekombinanter DNA-Konstrukte miteinander ver-
knüpft. Dabei wurde für die Ligation von überhängenden bzw. stumpfen Enden das Insert mit der 
Zielvektor-DNA im molaren Verhältnis von 3:1 eingesetzt, mit 400 Weiss U T4-DNA-Ligase versetzt 
und 1 Stunde bei  37 °C inkubiert. 
   

KlenowKlenowKlenowKlenow----EnzymEnzymEnzymEnzym----vermittelte Auffüllreaktion vermittelte Auffüllreaktion vermittelte Auffüllreaktion vermittelte Auffüllreaktion     

Das Klenow-Enzym entspricht der großen Untereinheit der DNA Polymerase I von E.coli. Es 
katalysiert die Addition von Desoxynukleotid-5´-Triphosphaten an das 3´-Hydroxylende eines 
Primers. Im Klenow-Enzym liegen noch die 5´� 3´-Polymerase- und die 3´� 5´-Exonuklease-
Aktivität vor, wohingegen die 5´� 3´-Exonuklease-Aktivität fehlt. Im Falle der Restriktion von 
DNA-Molekülen mit Enzymen, die ungleiche Enden generieren, kann das Klenow-Enzym eingesetzt 
werden, um Überhänge durch eine Auffüllreaktion zu komplementieren. Hierbei wurde 1 µg DNA 
mit 1 µl einer dNTP-Lösung (1 mM), 2 µl Klenow-Enzym (2 U/µl) und einem mitgelieferten 10fach 
Puffer in einem Endvolumen von 20 µl für 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Anschließend erfolgte 
die Inaktivierung des Enzyms durch Zugabe von 2 µl 0,1 M EDTA-Lösung und 10minütiger Inku-
bation bei 65 °C.    
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AuftrennunAuftrennunAuftrennunAuftrennung von DNAg von DNAg von DNAg von DNA----Fragmenten mittels AgarosegelelektrophoreseFragmenten mittels AgarosegelelektrophoreseFragmenten mittels AgarosegelelektrophoreseFragmenten mittels Agarosegelelektrophorese    

Um sowohl die Größe als auch die Homogenität gewünschter DNA-Fragmente zu überprüfen, 
erfolgte die Auftrennung derselbigen durch Elektrophorese in 1-3%igen Agarosegelen. Die Gele 
wurden durch Lösen der entsprechenden Menge an Agarose in TAE-Puffer (40-mM Tris/Base; 
20-mM Acetat; 2 mM EDTA, pH 8,3) und etwa zweiminütiges Erhitzen im Mikrowellenofen bei 600 
Watt hergestellt. Nach Abkühlen dieser Lösung mit kaltem Wasser auf 55 °C wurde Ethidium-
bromid in einer Endkonzentration von 0,05 % zugegeben. Die DNA-Proben wurden mit 10fach 
konzentriertem Gel-Ladepuffer versehen, in die Taschen des ausgehärteten Gels aufgetragen und 
in TAE-Puffer mit 5-7 V/cm elektrophoretisch aufgetrennt. Visualisierung der DNA durch Interka-
lation von Ethidiumbromid erfolgte mittels eines UV-Transilluminators (302 nm). 

Elution von DNA aus dem AgarosegelElution von DNA aus dem AgarosegelElution von DNA aus dem AgarosegelElution von DNA aus dem Agarosegel    

Aus dem Agarosegel ausgeschnittene DNA-Banden wurden mit dem Gelextraktionskit Nucleospin 
Extract II der Firma Macherey-Nagel (Düren) zur Isolierung der gewünschten Fragmente behandelt. 
Durch Zugabe einer entsprechenden Menge Solubilisierungspuffer wurde die Agarosegelbande bei 
50 °C für 10 Minuten geschmolzen. Anschließend wurden die DNA-Fragmente in Anwesenheit 
chaotroper Salze an eine Silicamembran gebunden. Kontaminationen mit Salzen und löslichen 
makromolekularen Komponenten wurden durch Waschschritte mit ethanolhaltigem Puffer ent-
fernt. Die Elution der DNA erfolgte unter Niedrigsalz-Bedingungen mit einem leicht alkalischen 
Puffer (5-mM Tris-Cl, pH 8,5). 

DNADNADNADNA----SequenzierungSequenzierungSequenzierungSequenzierung    

Die automatisierte DNA-Sequenzierung mittels Fluoreszeinmarkierten Didesoxynukleotiden (Sanger 
et al., 1977) wurde von der Firma Sequiserve (Vaterstetten) durchgeführt. Die Analyse der Daten 
erfolgte mittels der Software NCBI BLAST und SECentral. 

D.2.1.2D.2.1.2D.2.1.2D.2.1.2 Isolierung Isolierung Isolierung Isolierung von RNA aus Zellenvon RNA aus Zellenvon RNA aus Zellenvon RNA aus Zellen    

Die Isolierung der RNA aus eukaryontischen Zellen erfolgte mittels des RNeasy-Mini-Kit der Firma 
Qiagen (Hilden). Hierfür wurden die in der Zellkultur abgelösten und sedimentierten Zellen in 
350-µl RLT-Puffer resuspendiert, wodurch eine vollständige Lyse erreicht wurde. Die quantitative 
Denaturierung der Proteine erfolgte durch Zugabe des Reduktionsmittels � -Mercaptoethanol (1 % 
Endkonzentration) zu dem mitgelieferten RLT-Puffer. Die Homogenisierung des Lysats wurde mit-
tels einer QIAshredder-Säule erreicht, die bei maximaler Geschwindigkeit (16.100 x g) zwei Minuten 
zentrifugiert wurde. Das homogene Lysat wurde anschließend mit der äquivalenten Menge (350 µl) 
an 70 %igem Ethanol versetzt, da diese Ethanolkonzentration (35 %) eine optimale Bindung der 
RNA an die RNeasy-Mini Säule ermöglicht. Das Gemisch wurde daraufhin zentral auf die RNeasy-
Mini Säule pipettiert und nach Zentrifugation (15 Sekunden, 16.100 x g) wurde der Durchfluss 
verworfen und ein neues Sammelröhrchen verwendet. Die Entfernung der nicht-RNA-haltigen 
Fraktion erfolgte durch Zugabe von 700 ml RW1-Puffer auf die RNeasy-Mini Säule und einem 
Zentrifugationsschritt für 15-Sekunden bei 16.100 x g. Angeschlossen wurde ein zweimaliger 
Waschschritt durch Zentrifugation mit 500 ml RPE-Puffer (15 Sekunden, 16.100 x g). Abschließend 
wurde die RNA in 50 ml RNase-freiem Wasser eluiert.  
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D.2.1.3D.2.1.3D.2.1.3D.2.1.3 cDNAcDNAcDNAcDNA----SyntheseSyntheseSyntheseSynthese    

Als Vorbereitung für die semiquantitative bzw. qRT-PCR wurde die isolierte Total-RNA mittels des 
Quantitect Reverse Transcription-Kit (Qiagen, Hilden) in einzelsträngige cDNA umgeschrieben und 
gleichzeitig der Verdau genomischer DNA vorgenommen. Als Ausgangsmaterial dienten zwischen 
150 und 1000 ng Total-RNA in einem maximalen Volumen von 12 µl, deren Umschreiben in cDNA 
mittels Oligo-dT- und Zufalls-Primern erfolgte, die sowohl ein Binden an die 3´- als auch an die 5´-
Regionen der mRNA garantieren. Die Reaktion wurde mit einem zweiminütigen Verdau der DNA 
bei 42-°C im PCR-Multicycler nach Zugabe von 2 µl gDNA Wipeout Buffer (7x) gestartet. 
Anschließend wurden die Proben auf Eis gestellt und durch Zugabe des in Tab. D-7 angegebenen 
Ansatzes wurde die reverse Transkription für 30 Minuten bei 42-°C durchgeführt. In einem 
abschließenden Schritt wurde die Reverse Transkriptase bei 95 °C  für 3 Minuten inaktiviert. 

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----7777: cDNA: cDNA: cDNA: cDNA----SyntheseSyntheseSyntheseSynthese----Ansatz Ansatz Ansatz Ansatz     

KomponenteKomponenteKomponenteKomponente    VolumeVolumeVolumeVolumen/Reaktionn/Reaktionn/Reaktionn/Reaktion    EndkonzentrationEndkonzentrationEndkonzentrationEndkonzentration    
Quantitect Reverse Transcriptase 1 µl  
Quantiscript RT Puffer 5x 4 µl 1 x 
RT-Primer-Mix 1 µl  
Gesamt-RNA nach genomischer 
DNA-Eliminierungsreaktion 

14 µl  

Totalvolumen 20 µl  

D.2.1.4D.2.1.4D.2.1.4D.2.1.4 QuantitativeQuantitativeQuantitativeQuantitative    RTRTRTRT----PCRPCRPCRPCR    

Das LightCycler-System der Firma Roche (Mannheim) diente dem quantitativen Nachweis von 
mRNA-Transkripten. Hierbei wurden zwei unterschiedliche Methodiken angewandt: 
Beim SYBR Green-System erfolgt die PCR-basierte Produktquantifizierung durch die Analyse der 
log-Phase der PCR, bei der die Vermehrung des PCR-Produktes mit einer Erhöhung des Fluores-
zenzsignals einhergeht. Hierbei interkaliert der fluoreszierende Farbstoff SYBR Green I in die ent-
stehende dsDNA. Mit zunehmender Zyklenzahl nimmt die Menge an spezifischem ds-Produkt und 
somit auch auch die Fluoreszenz zu, die im LightCycler-System detektiert werden kann. Über die 
Verdünnungsreihe eines Standards mit genau definierter Kopienzahl wird eine Standardkurve 
erstellt, anhand derer bestimmt werden kann, wie viele Kopien der Matrize ursprünglich in der 
Probe vorlagen. Die PCR-Bedingungen richteten sich nach den Angaben des für diese RT-PCR 
benötigten Primerset-Herstellers Search-LC (www.search-LC.de). Demnach erfolgte eine Anfangs-
denaturierung bei 95-°C für 10 Min, wobei 35-Zyklen mit 95 °C/10 Sek, 68 °C/10 Sek, 72-°C/16 Sek 
mit Fluoreszenzverstärkung 5 folgten. Abschließend wurde durch eine graduelle Erhöhung der 
Temperatur eine Schmelzkurvenanalyse mit den Parametern 95 °C �  58 °C/10 Sek �  dT/dt 
0,1-°C/Sek durchgeführt, die es erlaubt, Primerdimere und unspezifische Produkte zu identifizieren. 
Unabhängig von der Menge der für die cDNA-Synthese eingesetzten RNA wurde jeweils 1 µl der 
cDNA-Lösung mit Aqua dest. auf 5 µl aufgefüllt. Dieses Volumen wurde in die dafür vorgesehenen 
LightCycler-Glas-Kapillaren pipettiert und mit 5 µl eines PCR-Ansatzes ergänzt, was zu einem 
Gesamtvolumen von 10 µl pro Kapillare führte. Die PCR-Stocklösung setzte sich aus 3 µl Aqua 
dest., jeweils 1 µl Primer Set und 1 µl LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I der Firma 
Roche (Mannheim) zusammen, das neben SYBR Green I, die DNA-Polymerase, PCR-Puffer und 
dNTPs enthielt. MgCl2 lag in allen Ansätzen in einer Endkonzentration von 1 mM vor.  
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Bei dem UPL-System, das auf dem TaqMan-Prinzip basiert, wird eine Sonde verwendet, die zum 
einen mit dem fluoreszierenden Reporterfarbstoff Fluoreszein und zum anderen mit einem 
Quencher markiert ist. Solange die Sonde intakt ist, liegt der Quencher in der Nähe des Farbstoffs 
und unterdrückt dessen Fluoreszenz durch Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET). Wenn 
die Sonde allerdings mit der Zielsequenz hybridisiert, kann die 5´-3´-Exonuklease-Aktivität der 
Polymerase die Sonde abbauen, wobei Reporter und Quencher getrennt werden. So wird im Verlauf 
der PCR mit steigender Produktmenge immer mehr Fluoreszenz freigesetzt.  
Die auf der Homepage der Firma Roche angebotene Plattform ermöglicht die Ermittlung der zu 
verwendenden Primersequenzen sowie der dazugehörigen Sonden. Letztere wird aus insgesamt 
165 ausgewählt, wobei diese innerhalb der Sequenz lokalisiert ist, die durch die beiden Primer 
amplifiziert wird. Um die Spezifität und auch die entsprechende Schmelztemperatur zu erhalten, 
wurde in jede Sonde das Duplex-stabilisierende DNA-Analogon LNA (locked nucleic acid) einge-
baut. Dieses Analogon enthält eine 2´-O, 4´-C Methylen-Brücke, die die Flexibilität des Ribofura-
nose-Rings einschränkt und damit zu stärkerer Hybridisierung mit erhöhter biologischer Stabilität 
führt. Die jeweilige Spezifität wird durch die entsprechende Kombination von Sonde und Primern 
gewährleistet.  
Für einen Reaktionsansatz wurde 1 µl der zu analysierenden cDNA eingesetzt und mit einem Mix 
aus 9 µl zu einem Endvolumen von 10 µl aufgefüllt. Der Reaktionsmix beinhaltete 6,5 µl H2O, 
jeweils 0,2 µl forward und reverse Primer mit einer Arbeitskonzentration von jeweils 10 µM, 0,1 µl 
Sonde (Endkonzentration 100 nM) und 2 µl TaqMan Master, der neben den Nukleotiden die 
HotStart-Polymerase enthielt. Die PCR-Bedingungen im LightCycler waren wie folgt: 95 °C/10 Min; 
[95 °C/10 Sek, 68 °C/10 Sek, 72 °C/1 Sek] x 45 Zyklen; 40 °C/30 Sek. Mit Hilfe verschiedener 
Verdünnungen von Kontroll-cDNAs, zu denen die Proben in Relation gesetzt wurden, konnten 
imaginäre Kopienzahlen ermittelt werden, die zur relativen Quantifizierung der Transktiptmengen 
in den Proben verwendet werden konnten und so einen Vergleich der Expressionsniveaus einzelner 
Transkripte erlaubten. 

D.2.1.5D.2.1.5D.2.1.5D.2.1.5 Semiquantitative RTSemiquantitative RTSemiquantitative RTSemiquantitative RT----PCRPCRPCRPCR    

Die Amplifikation der kodierenden Sequenz von humanem Wnt3a erfolgte mit Hilfe einer touch-
down–PCR aus Plazenta-cDNA (BD Clontech). Diese bestand aus drei Blöcken, in denen die 
annealing-Temperatur graduell wie folgt reduziert wurde: 95 °C/2 Min; [95 °C/15 Sek, 72 °C/2 Min, 
72 °C/90 Sek] x 15 Zyklen; [95 °C/15 Sek, 70 °C/30 Sek, 72 °C/90 Sek] x 10 Zyklen; [95 °C/15 Sek, 
66-°C/30 Sek, 72 °C/90 Sek] x 20 Zyklen; 72 °C/10 Min.  
Der qualitative Nachweis aller murinen und humanen Fzds erfolgte durch semiquantitative RT-
PCR. Hierfür wurde jeweils 1 µl cDNA (entsprechend 50 ng revers transkribierter Total-RNA) in die 
PCR eingesetzt. Diese erfolgte unter Einsatz der puReTag Ready-To-Go PCR Beads (GE Healthcare), 
die jeweils 200 µM Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), die Taq-Polymerase (2,5 U), BSA, KCl 
(50-mM) und MgCl2 (1,5 mM) enthielten. Es handelte sich hierbei um Lyophilisate, die durch 
Zugabe von jeweils 1 µl forward und reverse Primer (10 µM), 1 µl Proben-cDNA und 22 µl H2O 
gelöst wurden. Die PCR-Bedingungen waren bei allen Zielgenen gleich, variierten aber partiell in 
der annealing-Temperatur (49,9 – 56 °C) und waren wie folgt: 95 °C/ 5 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.2.2D.2.2D.2.2D.2.2 Mikrobiologische MethodenMikrobiologische MethodenMikrobiologische MethodenMikrobiologische Methoden    

Die meisten verwendeten mikrobiologischen Methoden in dieser Arbeit wurden nach Angaben von 
Sambrook et al. (2001) durchgeführt.  

D.2.2.1D.2.2.1D.2.2.1D.2.2.1 Transformation chemisch kompetenter Transformation chemisch kompetenter Transformation chemisch kompetenter Transformation chemisch kompetenter E.coliE.coliE.coliE.coli----StämmeStämmeStämmeStämme    

Für die Transformation wurden E.coli-Aliquots (100 µl) auf Eis aufgetaut und für 10 Minuten mit 
0,85 µl � -Mercaptoethanol versetzt, wobei das Reaktionsgefäß etwa alle zwei Minuten angetippt 
wurde. Nach Zugabe des Ligationsansatzes erfolgte eine 30-minütige Inkubation der Zellen auf Eis, 
die durch einen Hitzeschock bei 42 °C für genau 45 Sekunden beendet wurde. Unmittelbar danach 
wurden die Zellen wieder für zwei Minuten auf Eis inkubiert und anschließend durch Zugabe von 
250 µl SOC-Medium (5 g/l Bacto-Hefeextrakt, 20 g/l Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM 
MgCl2, 20 mM MgSO4, 20 mM D(+)-Glukose) bei 37 °C und 220 upm geschüttelt. Im Anschluss 
daran wurde die Zellsuspension auf eine Agarplatte mit dem entsprechenden Antibiotikum ausge-
strichen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. 

D.2.2.2D.2.2.2D.2.2.2D.2.2.2 Kultivierung und Selektion Kultivierung und Selektion Kultivierung und Selektion Kultivierung und Selektion transformiertertransformiertertransformiertertransformierter    E.coliE.coliE.coliE.coli----StämmeStämmeStämmeStämme    

WachstumsmediumWachstumsmediumWachstumsmediumWachstumsmedium    

Das zur Kultivierung von E.coli-Stämmen verwendetet Wachstumsmedium DYT-Medium (16 g/l 
Trypton, 10 g/l Hefeextrakt, 5 g/l NaCl) hatte einen pH-Wert von 7,5 und wurde durch Auto-
klavieren für 20 Minuten bei 121 °C und 1 x 105 Pa Überdruck sterilisiert. Wenn die Zugabe hitzela-
biler Lösungen erforderlich war, erfolgte dies durch Sterilfiltration mittels eines 0,22 µm Filters, 
nachdem das Medium auf 50 °C abgekühlt worden war. Für die Herstellung solider Kultivierungs-
platten wurde dem Medium 15 g/l Agar vor dem Autoklavieren zugesetzt.  

Antibiotika als Antibiotika als Antibiotika als Antibiotika als SelektionsmittelSelektionsmittelSelektionsmittelSelektionsmittel    

Für die Selektion von resistenten E.coli-Klonen wurden die Medien oder Kultivierungsplatten mit 
Ampicillin bzw. Kanamycin versetzt. Die Endkonzentrationen betrugen 200 µg/ml für Ampicillin 
und 50 µg/ml für Kanamycin, wobei die Stocklösungen von 200 mg/ml bzw. 50 mg/ml im Fall von 
Ampicillin in 70 %igem (v/v) Ethanol und bei Kanamycin in sterilem ddH2O gelöst wurden.   

Herstellung und Herstellung und Herstellung und Herstellung und LagerungLagerungLagerungLagerung    der der der der E.coliE.coliE.coliE.coli----StämmeStämmeStämmeStämme    

Um die transformierten E.coli-Klone über einen längeren Zeitraum zu lagern, wurden einzelne Zell-
Klone über Nacht in einer Flüssigkultur mit dem entsprechenden Antibiotikum angezogen und am 
nächsten Tag 3 ml dieser Kultur mit 500 µl sterilem Glycerin (100 %) versetzt. Diese Aliquots 
wurden bei -80 °C gelagert und in den laboreigenen Stammsammlungskatalog aufgenommen, 
worin der Bakteriengenotyp, das transformierte Plasmid und die jeweilige Resistenz verzeichnet 
wurden. Wenn nur eine kurze Lagerung nötig war, wurden die E.coli-Klone auf Agarplatten mit 
dem entsprechenden Antibiotikum ausgestrichen, bebrütet und bei 4 °C gelagert.  
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D.2.3D.2.3D.2.3D.2.3 Zellbiologische MethodenZellbiologische MethodenZellbiologische MethodenZellbiologische Methoden    

D.2.3.1D.2.3.1D.2.3.1D.2.3.1 Einfrieren und Auftauen von ZellenEinfrieren und Auftauen von ZellenEinfrieren und Auftauen von ZellenEinfrieren und Auftauen von Zellen    

Das Kryokonservieren der MSC-Populationen verlief nach gleichem Zeitschema, lediglich die 
Zusammensetzung der Einfriermedien war unterschiedlich und ist Tab. D-8 zu entnehmen. In 
jedem Fall wurde zunächst die Zellzahl bestimmt und im Anschluss jeweils 0,5-1 x 106 hMSC bzw. 
2-3 x 106 mMSC in 0,5-1 ml des entsprechenden Einfriermediums resuspendiert und in 
Kyroröhrchen verteilt. Diese wurden zunächst 2 Stunden bei -20 °C eingefroren, dann für weitere 
12-16 Stunden bei -80 °C und abschließend in flüssigem Stickstoff gelagert. 

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----8888: Übersicht der Einfriermedien der: Übersicht der Einfriermedien der: Übersicht der Einfriermedien der: Übersicht der Einfriermedien der    verwendeten Zellen verwendeten Zellen verwendeten Zellen verwendeten Zellen     

    Medium [%]Medium [%]Medium [%]Medium [%]    FBS [%]FBS [%]FBS [%]FBS [%]    DMSO [%]DMSO [%]DMSO [%]DMSO [%]    BSA [%]BSA [%]BSA [%]BSA [%]    
hMSC-Lonza 75 10 10 5 
hMSC-Prockop 65 30 5 - 
mMSC  65 30 5 - 

 
Zum Auftauen wurden die kryokonservierten Zellen (0,5 x 106 – 2 x 106 Zellen/Ampulle) zwei 
Minuten im Wasserbad bei 37 °C inkubiert und in 5 ml 37 °C temperiertem Kultivierungsmedium 
resuspendiert. Vor Aussaat der Zellen in drei 75 cm²-Zellkulturflaschen (T75) wurden sie fünf 
Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert (600 x g). Die Resuspension des Sedimentes erfolgte 
nach Überstandabnahme in 3 ml Medium durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren. Für die 
Kultivierung der Zellen wurden jeweils 10 ml Medium pro T75-Kulturflasche verwendet.  

D.2.3.2D.2.3.2D.2.3.2D.2.3.2 Kultivierung vonKultivierung vonKultivierung vonKultivierung von    MSCMSCMSCMSC    

Alle Zellen wurden bei 37 °C, 5 % CO2 und 90 % Luftfeuchtigkeit kultiviert und regelmäßig 
hinsichtlich einer Mykoplasmen-Kontamination überprüft. Hierzu wurde der Kit der Firma Minerva 
laut Herstellerangaben verwendet. Alle drei bzw. vier Tage wurde das dem jeweiligen Zelltyp 
entsprechende Medium gewechselt, dessen Zusammensetzung in Tab. D-9 zusammengefasst ist. 
Hatten die Zellen einen Konfluenzgrad von 90 bis 95 % erreicht, konnten sie erneut subkultiviert 
oder geerntet werden. 

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----9999: Zusammensetzung der verwendeten Kultivieru: Zusammensetzung der verwendeten Kultivieru: Zusammensetzung der verwendeten Kultivieru: Zusammensetzung der verwendeten Kultivierungsmedienngsmedienngsmedienngsmedien    

ZelltypZelltypZelltypZelltyp        MediumMediumMediumMedium    ZusätzeZusätzeZusätzeZusätze    
hMSC-Lonza MSCBM MSCGM Single Quot 

(10 % FBS, 200 mM L-Glutamin, 0,5 ml Pen/Strep) 
hMSC-Prockop aMEM 16,5 % FBS, 100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin 
mMSC IMDM 10 % FBS, 10 % Pferdeserum, 0,5 µg/ml Amphotericin B, 

100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin 
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D.2.3.3D.2.3.3D.2.3.3D.2.3.3 Splitten konfluenter ZellenSplitten konfluenter ZellenSplitten konfluenter ZellenSplitten konfluenter Zellen    

Die Subkultivierung adhärenter MSC setzt das Ablösen der Zellen mit Hilfe von Trypsin/EDTA 
voraus. Dazu wurde das Medium entfernt und die anhaftende Zellschicht in PBS gewaschen, um 
Mediumrückstände zu entfernen, welche durch das darin enthaltende Serum eine Inaktivierung 
des Trypsins bewirken könnte. Nach Zugabe der Trypsin/EDTA-Lösung und einer etwa 5-10-minü-
tigen Inkubation bei 37-°C konnten die Zellen abgelöst und in ein Zentrifugationsröhrchen 
überführt werden. Nach anschließender fünfminütiger Zentrifugation bei 500 - 1000 x g, wurden 
die Zellen im jeweiligen Kultivierungsmedium resuspendiert und in eine neue Zellkulturkavität 
ausgesät.   

D.2.3.4D.2.3.4D.2.3.4D.2.3.4 ZellzahlbestimmungZellzahlbestimmungZellzahlbestimmungZellzahlbestimmung    

Um für Transfektionsexperimente mit einer definierten Zellzahl arbeiten zu können, wurde hierzu 
eine Zellzahlbestimmung durchgeführt. Dies wurde mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer bewerk-
stelligt. Die Anzahl der enthaltenen Zellen wurde mikroskopisch ermittelt und deren Konzentration 
wie folgt berechnet: 

                                
sfaktorVerdünnung

n

n

ml
Zellen

Quadrate

totalZellen ´´= 4_ 10
 

D.2.3.5D.2.3.5D.2.3.5D.2.3.5 Osteogene und adipogene Differenzierung der StammzellenOsteogene und adipogene Differenzierung der StammzellenOsteogene und adipogene Differenzierung der StammzellenOsteogene und adipogene Differenzierung der Stammzellen    

Die im Rahmen dieser Arbeit erfolgten osteogenen bzw. adipogenen Differenzierungen von hMSC 
und mMSC dienten der Überprüfung des Stammzellcharakters und wurden routinemäßig durchge-
führt.  
Sowohl hMSC als auch mMSC wurden grundsätzlich anhand derselben Protokolle differenziert. Die 
Zusammensetzung der Differenzierungsmedien (Tab. D-10) basierte auf den Angaben von (Jaiswal 
et al., 1997). Die osteogene Differenzierung konfluenter MSC erfolgte durch Zugabe des osteo-
genen Differenzierungsmediums über eine Dauer von 1, 2 oder 3 Wochen, wobei alle 3-4 Tage ein 
Mediumwechsel durchgeführt wurde. Die adipogene Differenzierung wurde in zwei Zyklen durch-
geführt, d.h. konfluente Zellen wurden fünf Tage lang mit Induktionsmedium behandelt, woran 
sich eine zweitägige Zugabe von Erhaltungsmedium anschloss.  

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----10101010: Zusammensetzung des osteogenen und adipogenen Differenzierungsmediums.: Zusammensetzung des osteogenen und adipogenen Differenzierungsmediums.: Zusammensetzung des osteogenen und adipogenen Differenzierungsmediums.: Zusammensetzung des osteogenen und adipogenen Differenzierungsmediums.    

Osteogenes DifferenzierungsmediumOsteogenes DifferenzierungsmediumOsteogenes DifferenzierungsmediumOsteogenes Differenzierungsmedium    Endkonzentration Endkonzentration Endkonzentration Endkonzentration     
Dexamethason 100 nM 
� -Glycerol-Phosphat 10 mM 
L-Ascorbinsäure-Phosphat 50 µM 
Adipogenes DifferenzierungsmediumAdipogenes DifferenzierungsmediumAdipogenes DifferenzierungsmediumAdipogenes Differenzierungsmedium    EndkonzentrationEndkonzentrationEndkonzentrationEndkonzentration    
InduktionsmediumInduktionsmediumInduktionsmediumInduktionsmedium     
Dexamethason 1 µM 
IBMX 500 µM 
Indomethacin 200 µM 
Insulin 0,01 mg/ml 
ErhaltunErhaltunErhaltunErhaltunggggssssmediummediummediummedium  
Insulin 0,01 mg/ml  
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D.2.3.6D.2.3.6D.2.3.6D.2.3.6 AlizarinAlizarinAlizarinAlizarin    RotRotRotRot----    und Oil Red Ound Oil Red Ound Oil Red Ound Oil Red O----FärbungFärbungFärbungFärbung    

Um die osteogene Differenzierung nachzuweisen, wurden die mit osteogenem Differenzierungs-
medium behandelten Zellen nach 7 oder 14 Tagen mit Alizarin Rot gefärbt, was eine Visualisierung 
der Kalzifizierung erlaubt. Dazu wurden die Zellen zunächst dreimal mit PBS gewaschen und 
anschließend 1 Stunde bei -20 °C in eiskaltem Ethanol (70 %) fixiert. Nach Rehydrierung mit Aqua 
dest. wurden die Zellen 10 Minuten mit Alizarin Rot-Lösung (40 mM, pH 4,1) auf dem Schüttler 
inkubiert. Durch Waschen mit PBS wurde die überschüssige Alizarin Rot-Lösung entfernt.  
Für die Oil Red O-Färbung, die eine Rotfärbung der Lipidvakuolen ermöglicht, wurden die Zellen 
nach zweiwöchiger adipogener Differenzierung zunächst für zwei Minuten mit Formalin (10 %, 
neutral gepuffert) bei -20 °C fixiert und anschließend bei Raumtemperatur mit 50-% Ethanol in-
kubiert. Die Färbung erfolgte für 20 Minuten auf dem Schüttler mit Oil Red O-Lösung (0,2 % 
Oil-Red O in Isopropanol gelöst). Abschließend wurde einmal mit Ethanol (50 %) und Aqua dest. 
gewaschen. Die Auswertung erfolgte in beiden Fällen mikroskopisch. 

D.2.3.7D.2.3.7D.2.3.7D.2.3.7 Lipofektion von PlasmidLipofektion von PlasmidLipofektion von PlasmidLipofektion von Plasmid----DNA und siRNADNA und siRNADNA und siRNADNA und siRNA    

Das Prinzip dieser Technik basiert auf der Wechselwirkung der anionischen Nukleinsäuren und des 
kationischen amphiphilen Transfektionsreagenzes. Durch Komplexbildung werden Mizellen gene-
riert, die endozytotisch von der Zelle aufgenommen werden können.  
Im Folgenden wird die Durchführung der Transfektion im Allgemeinen beschrieben, da sie unab-
hängig von der verwendeten Nukleinsäure (siRNA bzw. DNA) und der zu transfizierenden Zellart 
war. Die Angaben und Verhältnisse der eingesetzten DNA-/siRNA-Mengen können Tab. D-11 ent-
nommen werden. 24 Stunden vor Transfektion wurden die Zellen etwa 35 % konfluent ausgesät. 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) wurde in Serum-freiem DMEM aufgenommen und nach fünfmin-
ütiger Inkubation mit der Nukleinsäure gemischt, die ebenfalls in Serum-freiem Medium gelöst 
worden war. Hierauf erfolgte eine 20-minütige Inkubation dieser Lösung bei Raumtemperatur, was 
die Bildung der sog. Lipoplexe ermöglichte. Währenddessen wurde das Medium der zu transfizie-
renden Zellen erneuert und anschließend die Lipofectamine 2000/Nukleinsäure-Lösung tropfen-
weise zugegeben. Nach sechsstündiger Inkubation bei 37 °C wurde der Transfektionsansatz durch 
frisches Kultivierungsmedium ersetzt.  
Bei der Transfektion von DNA wurden abweichende Mengen eingesetzt, je nachdem, ob das Ein-
bringen der Plasmid-DNA nur transient oder mit dem Ziel der stabilen Integration ins Genom 
erfolgte. War letzteres der Fall, wurden die Zellen am ersten Tag nach der Transfektion von der 
10-cm Kulturschale, in der sie transfiziert worden waren, abgelöst und in eine T75-Kulturschale 
überführt. Zudem wurde das Medium mit 200 µg/ml des Antibiotikums Neomycin versetzt, wobei 
die Selektion über einen Zeitraum von 21 Tagen erfolgte. Nicht-transfizierte Zellen überstanden 
diese Prozedur nicht. 

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----11111111: Transfektionsbedingungen von hMSC und mMSC: Transfektionsbedingungen von hMSC und mMSC: Transfektionsbedingungen von hMSC und mMSC: Transfektionsbedingungen von hMSC und mMSC    

DNADNADNADNA----Transfektion Transfektion Transfektion Transfektion     DNADNADNADNA    Lipofectamine 2000Lipofectamine 2000Lipofectamine 2000Lipofectamine 2000    
hMSC-Lonza 0,2 µg/cm2 1,5-fach 
hMSC-Prockop Transient: 0,3 µg/cm2 1,5-fach 
mMSC Transient: 0,3 µg/cm2; Stabil: 0,1 µg/cm2 1,5-fach 
siRNAsiRNAsiRNAsiRNA----TransfektionTransfektionTransfektionTransfektion    siRNAsiRNAsiRNAsiRNA    Lipofectamine 2000Lipofectamine 2000Lipofectamine 2000Lipofectamine 2000    
hMSC-Lonza 25 nM 2-fach 
hMSC-Prockop/mMSC 40 nM 2-fach 
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D.2.3.8D.2.3.8D.2.3.8D.2.3.8 ZellinvasionsstudienZellinvasionsstudienZellinvasionsstudienZellinvasionsstudien    

Die Invasion von hMSC und mMSC durch rekonstituierte Basalmembranen in Richtung eines 
Konzentrationsgradienten wurde in einem in vitro-Modell unter Verwendung des sog. Transwell-
Systems untersucht. Dieses besteht aus Einsätzen, die in die Vertiefungen einer 24-Kavitäten-Platte 
eingebracht werden und eine Membran mit 5 bzw. 8 µm Porengröße enthalten. Dadurch entstehen 
zwei räumlich voneinander abgegrenzte Kompartimente, die mit unterschiedlichen Medien befüllt 
werden können (Abb. D-6). 
 

 

Abb. Abb. Abb. Abb. DDDD----6666: : : : Schematische Darstellung des Schematische Darstellung des Schematische Darstellung des Schematische Darstellung des in vitroin vitroin vitroin vitro----Invasionsassays. Invasionsassays. Invasionsassays. Invasionsassays.     

24 Stunden vor dem Einsetzen der Zellen in das obere Kompartiment wurden die Membranen im 
Falle der hMSC mit 10 µg humaner extrazellulärer Matrix (hECM) und entsprechend für die Maus-
zellen mit 10 µg Matrigel beschichtet. Beide extrazelluläre Matrices wurden kommerziell erworben, 
wobei hECM aus humaner Plazenta (PAA, Österreich) und Matrigel aus dem Engelbreth-Holm-
Swarm Maussarkom (BD, USA) gewonnen wurde. Für die Beschichtung wurde die entsprechende 
Matrix in 200 µl Serum-freiem RPMI-Medium resuspendiert und in das obere Kompartiment 
pipettiert. Die Platten wurden dann geöffnet und unter sterilen Bedingungen über Nacht bei 
Raumtemperatur inkubiert, wodurch die Flüssigkeit verdampfte und eine gleichmäßige Beschich-
tung der Membranen gewährleistet wurde. Bevor im Anschluss die Zellen eingebracht wurden, 
erfolgte ein Rehydrieren der Membranen mit 200 µl DMEM-Nutridoma (1 %). Im Falle der hMSC 
wurden 5000 Zellen eingesetzt, wohingegen 7500 mMSC in das obere Kompartiment eingebracht 
wurden. Das untere Kompartiment wurde mit 600 µl DMEM-Nutridoma (1 %) befüllt, das 10 % 
Humanserum im Fall von hMSC bzw. entsprechend für mMSC 10 % Mausserum enthielt. Nach 48 
bzw. 6 Stunden wurde der hMSC- bzw. der mMSC-Invasionsansatz gestoppt.  
Zur Bestimmung der transmigrierten Zellen wurden die auf der Filtermembran im oberen Kom-
partiment liegenden Zellen unter Zuhilfenahme eines Wattestäbchens entfernt, woraufhin die 
Visualisierung durchgewanderter Zellen auf der Unterseite der Membranen durch die Diff-Quick-
Färbung (Interchim, Frankreich) ermöglicht wurde. Dies ist eine Schnellfärbemethode, bei der die 
Zellen durch kurzzeitiges sequentielles Eintauchen in die drei mitgelieferten Lösungen fixiert und 
gefärbt werden. Die Anzahl der Zellen, die die Membran durchquert hatten, wurde dann durch 
Lichtmikroskopie ermittelt und in Relation zur Gesamtheit aller eingesetzten Zellen gesetzt.  
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D.2.3.9D.2.3.9D.2.3.9D.2.3.9 ProliferationsstudienProliferationsstudienProliferationsstudienProliferationsstudien    

Die Untersuchung der Proliferation eukaryontischer Zellen erfolgte mittels des CyQuant-Assay-
Proliferation Kit der Firma Molecular Probes (Invitrogen, Karlsruhe). Dieser beruht auf dem Einsatz 
des fluoreszierenden Farbstoffs CyQuant, der unspezifisch in Nukleinsäuren interkaliert. Die Lyse 
der zu untersuchenden Zellen und die nachfolgende Inkubation mit dem Farbstoff ermöglichten 
eine Bestimmung der Zellzahlen im Vergleich zu einem Zellstandard. Dazu wurde unter Verwen-
dung eines Neubauer Hämatocytometers eine Verdünnungsreihe der Zellen generiert, die ebenfalls 
mit dem Farbstoff inkubiert wurden. Nach Fluoreszenz-Bestimmung bei 480 nm Anregung und 
520-nm Emission konnte so eine Standardkurve erstellt werden, mit deren Hilfe sich die Zellzahlen 
in den jeweiligen Versuchsansätzen ermitteln ließen. Die Zellen wurden hierzu in einer Konfluenz 
von 25 – 35 % in den Vertiefungen einer 6-Kavitäten-Platte ausgesät und darin transfiziert bzw. 
stimuliert. Danach erfolgte eine Kultivierung über einen Zeitraum von drei bis sieben Tagen. Im 
Anschluss daran wurden die adhärenten Zellen mit PBS gewaschen und mindestens 24 Stunden 
bei -80 °C gelagert. Ebenso wurden die Standardproben behandelt, nachdem deren Zellzahl 
bestimmt und sie in Eppendorfgefäße überführt worden waren. Die Lyse bei Raumtemperatur 
erfolgte unter Verwendung von 400 µl eines im Kit enthaltenen Lysepuffer. Anschließend wurden 
jeweils im Doppelansatz 100 µl einer jeden Probe in die Vertiefungen einer schwarzen 96-
Kavitäten-Platte pipettiert. Unmittelbar vor der Messung wurde der Farbstoff CyQuant, der zuvor 
ebenfalls im Lysepuffer gelöst worden war, in einer Verdünnung von 1: 200 zugegeben und die 
Emission bei 520 nm gemessen. Nach Doppelbestimmung aller Proben wurden die Messwerte 
jeweils prozentual in Relation zur entsprechenden Kontrolle dargestellt. 

D.2.4D.2.4D.2.4D.2.4 Proteinchemische MethodenProteinchemische MethodenProteinchemische MethodenProteinchemische Methoden    

D.2.4.1D.2.4.1D.2.4.1D.2.4.1 Isolierung von ZytoplasmaIsolierung von ZytoplasmaIsolierung von ZytoplasmaIsolierung von Zytoplasma----    und Membranproteinenund Membranproteinenund Membranproteinenund Membranproteinen    

Für die Isolierung der zytoplasmatischen Proteine � -Catenin und Cyclin D1 sowie des Membran-
proteins LRP5 wurden die mesenchymalen Stammzellen wie üblich durch Trypsinierung vom 
Kulturgefäß abgelöst und anschließend in eiskaltem PBS resuspendiert. Nach Bestimmung der 
Zellzahl wurden Aliquots à 40.000 Zellen hergestellt, die bei 500 x g für 5 Minuten sedimentiert 
wurden, woraufhin das Zellpräzipitat in 18 µl hypotonischem Lysepuffer (50 mM Na2HPO4; 50 mM 
NaH2PO4; 0,2-M-NaCl; 5 mM EDTA; 1 % Triton X-100; 1 % (v/v) Proteaseninhibitor-Cocktail; 
pH-6,0) gelöst wurde. Nach Resuspension und Mischen erfolgte eine 30-minütige Inkubation auf 
Eis, die durch Zentrifugation bei 13.000 x g für 10 Minuten und 4 °C beendet wurde. Der so 
gewonnene Überstand mit den löslichen zytoplasmatischen Proteinen wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß überführt und mit 5 µl Laemmli-Auftragspuffer (0,4 M Tris, pH 6,8, 4 % SDS, 20 % 
Glycerol, 10 % DTT, eine Spatelspitze Bromphenolblau) versetzt.  
Die Isolierung von MT1-MMP in hMSC-Zellextrakten erfolgte durch Zugabe eines Extraktions-
puffers (50 mM Tris, pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 % Triton X-100), der eine Mischung verschiedener 
Proteaseinhibitoren enthielt (Roche), zu adhärenten Zellen. Anschließend wurden die Zelllysate für 
30 Minuten bei 4 °C inkubiert und nach Zentrifugation bei 13.000 x g für fünf Minuten der 
Überstand abgenommen und mit Laemmli-Auftragspuffer versetzt.  
Die Isolierung aller anderen in dieser Arbeit beschriebenen Proteine wurde mit folgendem Protokoll 
erzielt: Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers in eiskaltem PBS von der Kulturschale 
abgelöst, in ein Reaktionsgefäß überführt und durch fünfminütige Zentrifugation bei 500 x g 
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sedimentiert. Im Anschluss erfolgte die Lyse der Zellen durch Zugabe von 100 µl eines RIPA-Puffers 
(50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 % Nonidet P-40, 0,5-% Natriumdesoxycholat, 0,1 % SDS, 2 mM 
EDTA, pH 7,5) und der Inkubation auf einem Roller für 70 Minuten bei 4 °C. Die nachfolgende 
Zentrifugation bei 13.000 x g für 10 Minuten ermöglichte die Gewinnung sowohl der zytoplas-
matischen Proteine als auch der Membranproteine aus dem Überstand, der mit 50 µl Laemmli-
Auftragspuffer versetzt wurde. Zudem wurden an dieser Stelle jeweils 5-µl Probe entnommen, um 
eine Proteinbestimmung durchzuführen. Abschließend wurden die Proben für 30 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert, bevor sie entweder direkt für die Analyse im Western Blot eingesetzt 
oder vorübergehend bei -20 °C gelagert wurden.  

D.2.4.2D.2.4.2D.2.4.2D.2.4.2 Bestimmung der ProteinkonzentrationBestimmung der ProteinkonzentrationBestimmung der ProteinkonzentrationBestimmung der Proteinkonzentration    

Für die Proteinbestimmung wurde die colorimetrische BCA-Methode angewandt. Hierbei wird die 
Bildung eines blauen Cu2+-Komplexes bei 560 nm nachgewiesen, der sich zwischen Peptidbindung 
und Bicinchonininsäure (BCA) in Gegenwart von Cu2+ bildet. Um dies zu erreichen, wurden 100 µl 
Lysat entweder direkt (wie im Falle der Gaussia-Luciferase-Proben) oder in einer geeigneten 
Verdünnung mit 100 µl BCA/Cu2+ (24:1)-Lösung für 30 Minuten bei 37 °C in den Vertiefungen einer 
transparenten 96-Kavitäten-Platte inkubiert. Zur Quantifizierung der Proben diente eine Standard-
kurve, die mit BSA-Lösungen bekannter Konzentration erstellt wurde.  

D.2.4.3D.2.4.3D.2.4.3D.2.4.3 Proteinnachweis mittels Western BlotProteinnachweis mittels Western BlotProteinnachweis mittels Western BlotProteinnachweis mittels Western Blot    

SDSSDSSDSSDS----PolyacrylamidPolyacrylamidPolyacrylamidPolyacrylamid----GelelektrophGelelektrophGelelektrophGelelektrophoreseoreseoreseorese    

Die Auftrennung von Proteinen aus Lysaten eukaryontischer Zellen erfolgte mittels diskonti-
nuierlicher Elektrophorese (Laemmli, 1970). Durch die Anwesenheit von SDS sowohl in den 
verwendeten Polyacrylamidgelen als auch in den Puffern werden die Proteine denaturiert und 
erhalten durch Anlagerung des Detergenzes negative Ladungen, was ihre Auftrennung nach der 
Molekülmasse ermöglicht. Entsprechend der Molekulargewichte der zu analysierenden Proteine 
wurden Gele mit unterschiedlicher Polyacrylamidkonzentration (zwischen 6 % und 12,5 %) 
verwendet. Die mit Laemmli-Auftragspuffer versehenen Proben wurden zunächst 5 Minuten bei 
95-°C gekocht, danach für 10 Sekunden bei 5000 x g zentrifugiert und schließlich in die Taschen 
der Gele aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der Proben im Gel erfolgte für etwa 
60-90 Minuten bei 120 V in einem SDS enthaltenden Laufpuffer (25 mM Tris-Base, pH 8,3, 
192-mM Glycin, 0,1 % SDS). Hierfür wurde das TransBlot Module der Firma BioRad (München) 
verwendet. Zum Zweck der Visualisierung und Bewertung der Molekulargewichte der aufge-
trennten Proteine wurde ein Farbstoff-markierter Molekulargewichtsmarker aufgetragen.  

Transfer von Proteinen auTransfer von Proteinen auTransfer von Proteinen auTransfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranenf Nitrozellulosemembranenf Nitrozellulosemembranenf Nitrozellulosemembranen    

Im Anschluss an die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte der Transfer auf eine 
Nitrozellulosemembran. Dazu wurde ebenfalls das Mini TransBlot Module der Firma Biorad 
verwendet. Das Transfersystem wurde in folgender Reihenfolge zusammengesetzt, wobei die 
Membran zuvor für 15 Minuten im Methanolhaltigen Transferpuffer (25 mM Tris-Base, pH 8,3, 
192-mM Glycin, 0,1-%-SDS, 20 % Methanol) äquilibriert wurde:  Kathode – Schwamm – 
Filterpapier – Gel – Nitrozellulosemembran – Filterpapier – Schwamm – Anode. Der Transfer 
dauerte 90 Minuten bei 70 mA.   
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ImImImImmmmmundetektion der Zielproteineundetektion der Zielproteineundetektion der Zielproteineundetektion der Zielproteine    

Die Immundetektion (Gershoni and Palade, 1983) der Zielproteine wurde mit Hilfe der in Tab. D-12 
angegeben Antikörper-Verdünnungen und der jeweils entsprechenden HRP-Konjugate bewerk-
stelligt. 

Tab. Tab. Tab. Tab. DDDD----12121212::::    Reaktionsbedingungen für die ImmundetektionReaktionsbedingungen für die ImmundetektionReaktionsbedingungen für die ImmundetektionReaktionsbedingungen für die Immundetektion....    

AntikörperAntikörperAntikörperAntikörper    VerdünnungVerdünnungVerdünnungVerdünnung    PuffersystemPuffersystemPuffersystemPuffersystem    HRPHRPHRPHRP----KonjugatKonjugatKonjugatKonjugat    VeVeVeVerdünnungrdünnungrdünnungrdünnung    
anti � -Actin 1:400 NET anti goat 1:15.000 
anti � -Catenin 1:750 NET anti goat 1:15.000 
anti-CyclinD1 1:400 NET anti rabbit 1:15.000 
anti-MT1-MMP 1:1000 TBST anti rabbit 1:1500 
anti-LRP5 1:400 NET anti goat 1:15.000 
anti-LRP6 1:200 TBST anti goat 1:20.000 

 
Um die Zielproteine auf der Membran zu visualisieren, erfolgte eine Reihe von Inkubationsschritten 
mit den entsprechenden Primär- und Sekundär-Antikörpern in zwei unterschiedlichen Puffer-
systemen, die nachfolgend beschrieben werden. Alle Inkubationsschritte wurden bei Raumtempe-
ratur auf dem Schüttler durchgeführt. In wenigen Ausnahmefällen wurden die Membranen über 
Nacht bei 4 °C auf dem Schüttler blockiert. Im Falle des NET-Puffersystems wurde die Nitro-
zellulosemembran unmittelbar nach dem Transfer der Proteine für eine Stunde in NET-Gelatine 
Puffer (50 mM Tris/HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,05 % Triton X-100, 0,25 % Gelatine) 
überführt, um die ungesättigten Proteinbindungsstellen zu blockieren. Im Anschluss wurde die 
Membran für eine weitere Stunde im selben Puffer mit dem jeweiligen Primär-Antikörper inkubiert. 
Bevor der mit Meerrettich-Peroxidase-Enzym markierte Sekundär-Antikörper zugegeben wurde, 
erfolgten drei Waschschritte à 10 Minuten in NET-Puffer (50 mM Tris/HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 5 
mM EDTA, 0,05 % Triton X-100). Angeschlossen wurde eine 60-minütige Inkubation des Sekundär-
Antikörpers in NET-Puffer mit nachfolgendem dreimaligem Waschen für jeweils 10 Minuten in 
NET. Beim TBS-T-Puffersystem wurde das Blockieren der Membran durch Inkubation in 5-%iger 
Magermilch-Lösung, für eine Stunde bei Raumtemperatur gewährleistet. Die Inkubation des 
Primär-Antikörpers für die gleiche Zeitdauer hingegen erfolgte in TBS-T (20 mM Tris/HCl, pH 7,5, 
500 mM NaCl, 0,05 % Tween 20, 0,2 % Triton X-100). Anschließend wurde die Membran zweimal 
10 Minuten in TBS-T Puffer gewaschen, bevor der Sekundär-Antikörper wiederum in TBS-T Puffer 
für eine Stunde zugegeben wurde. Danach wurde erneut zweimal 10 Minuten mit TBS-T gewasch-
en. Zur Detektion mittels Chemilumineszenz wurden die Membranen für eine Minute im Ent-
wicklerreagenz (R&D Systems)  inkubiert.  

D.2.4.4D.2.4.4D.2.4.4D.2.4.4 Bestimmung endogener Proteinexpression mittels ImmunfluoreszenzBestimmung endogener Proteinexpression mittels ImmunfluoreszenzBestimmung endogener Proteinexpression mittels ImmunfluoreszenzBestimmung endogener Proteinexpression mittels Immunfluoreszenz    

Um die subzelluläre Lokalisation von � -Catenin in intakten Zellen nachzuweisen, wurden hMSC in 
den Vertiefungen von chamber slides (Nunc, Wiesbaden) ausgesät und mit Wnt3a stimuliert. Diese 
ermöglichen die Kultivierung und Behandlung von adhärenten Zellen auf einem Objektträger, dem 
ein Plastik-Kammer-Gerüst aufgesetzt ist, wodurch verschiedene Kavitäten ausgebildet werden. 
Nach dreitägiger Stimulation von hMSC mit Wnt3a erfolgte die Fixierung und Permeabiliserung 
der Zellen durch 30-minütige Inkubation bei 37 °C in einer Fixierlösung (4 % Paraformaldehyd, 
0,2-% Triton X-100). Anschließend wurden die Zellen zweimal 5 Minuten in PBS-T (10 mM 
Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4,137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 0,1-% Tween) gewaschen, wonach eine 
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Inkubation in der Blockierungslösung (3 % BSA in Aqua dest.) für eine Stunde in der Feucht-
kammer bei Raumtemperatur angeschlossen wurde. Danach wurden jeweils 80 µl Primär-Anti-
körper-Lösung (Verdünnung des anti-� -Catenin Antikörpers aus goat 1:15) zugegeben und eine 
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Abklopfen der Antikörperlösung wurde zweimal 5 
Minuten mit PBS-T gewaschen. Ebenfalls für die Dauer von einer Stunde wurde die Inkubation des 
mit FITC-markierten anti-goat Sekundär-Antikörpers (1:25) im Dunkeln durchgeführt. Nach erneu-
tem Abklopfen der Lösung und zweimaligem fünfminütigen Waschen in PBS-T für je 5 Minuten 
wurden die Zellkerne mit DAPI (Molecular Probes, USA) gefärbt. Zu diesem Zweck wurden die 
hMSC 1-Minute in einer DAPI-Lösung (1:10.000) im Dunkeln inkubiert und abschließend wieder in 
PBS-T gewaschen. Das Plastik-Kammer-Gerüst des Objektträgers wurde mit Hilfe eines Öffners ab-
getrennt und nach Zugabe von 10 µl ProLong Antifade der Firma Molecular Probes wurden die 
Zellträger mit Glasdeckgläschen bedeckt und zum Aushärten in den Kühlschrank gelegt. 
 
 

D.2.4.5D.2.4.5D.2.4.5D.2.4.5 GaussiaGaussiaGaussiaGaussia----LuciferaseLuciferaseLuciferaseLuciferase----Aktivitätsmessung in stabil transfizierten mMSCAktivitätsmessung in stabil transfizierten mMSCAktivitätsmessung in stabil transfizierten mMSCAktivitätsmessung in stabil transfizierten mMSC    

Die Bestimmung der Gaussia-Luciferase-Aktivität wurde unter Verwendung des Gaussia-
Luciferase-Kits der Firma NEB im Überstand genetisch modifizierter mMSC durchgeführt. Diese 
Zellen hatten das Plasmid pcDNA3pTAMinTOPGLuc stabil in ihr Genom inkorporiert und konnten so 
für die Visualisierung von Wnt/� -Catenin-regulierten Reportergenaktivitäten eingesetzt werden. 
Mit Hilfe dieses Systems konnte die subzelluläre Lokalisation und damit einhergehend die 
transkriptionell aktive Fraktion von � -Catenin quantifiziert werden. Denn nur nach Translokation 
von � -Catenin in den Zellkern mit nachfolgender Komplexbildung mit Tcf/Lef-Transkriptions-
faktoren kommt es zur Expression des Reportergens Gaussia-Luciferase, welche dann nach Sekre-
tion im Zellkulturüberstand nachgewiesen werden kann. Die Reporterzellen wurden hierzu in die 
Vertiefungen einer 6-Kavitäten-Platte ausgesät. 48 Stunden nach Stimulation bzw. Knockdown 
erfolgten die Überstand-Abnahme (50 µl) und der Transfer in die Vertiefungen einer schwarzen 96-
Kavitäten-Platte. Unmittelbar vor der Messung im Luminometer bei 470 nm wurde das 100-fach 
konzentrierte Gaussia-Luciferase Substrates zugegeben, das zuvor in einem mitgelieferten Puffer in 
einem Endvolumen von 50 µl gelöst wurde. Die so erhaltenen relative light units (RLU) wurden 
über die Gesamtproteinmenge in jeder Kavität normiert, die im Anschluss an den Assay ermittelt 
wurde. Zu diesem Zweck wurden in jede Vertiefung 120 µl eines Puffers (50 mM HEPES/KOH, 
150-mM NaCl, 1 % (v/v) NP40, pH 7,4) gegeben und 2 Stunden bei Raumtemperatur auf dem 
Schüttler inkubiert. Es erfolgte eine Proteindoppelbestimmung jeder Probe wie in Abschnitt C.2.4.2 
beschrieben mit jeweils 100 µl des entsprechenden Zellkulturüberstandes.  
 

D.2.5D.2.5D.2.5D.2.5 DatenanalyseDatenanalyseDatenanalyseDatenanalyse    

Die statistische Signifikanz wurde ermittelt, indem die Mittelwerte ± SD zweier Triplikat-Ansätze 
mit dem Student´s T-Test miteinander verglichen wurden. Dazu wurde das Excel Programm 
(Microsoft Office XP) verwendet. Als statistisch signifikant wurden P-Werte angesehen, die kleiner 
als 0,05 (*) bzw. 0,01 (**) waren, womit die beobachteten Unterschiede mit einer Fehlerquote von 
<5 % bzw. <1 % belegt waren.  



                                                                                           KAPITEL EEEE 
 

                                                                                                                        ERGEBNISSE 49 

EEEE ErgebnisseErgebnisseErgebnisseErgebnisse    

E.1E.1E.1E.1 WntWntWntWnt////� ----CateninCateninCateninCatenin----Signalweg in hMSCSignalweg in hMSCSignalweg in hMSCSignalweg in hMSC    
Für die Untersuchung des Wnt/� -Catenin-Signaltransduktionsweges in humanen mesenchymalen 
Stammzellen (hMSC) wurde ein dualer Ansatz angewandt. Dabei wurde einerseits der Signalweg 
durch gezielte Beeinflussung verschiedener Komponenten aktiviert, die an der Initiation bzw. Wei-
terleitung des Wnt-Signals beteiligt sind. Zum anderen erfolgte die RNAi-vermittelte Repression 
aktivierender Signalmoleküle des Wnt/� -Catenin-Signalweges. 

E.1.1E.1.1E.1.1E.1.1 AktivierungsstudienAktivierungsstudienAktivierungsstudienAktivierungsstudien        

Die Aktivierung wurde zunächst durch externe Zugabe von Wnt3a und LiCl durchgeführt. Des 
Weiteren wurde durch Transfektion von siRNAs der inhibitorischen Komponenten APC und Axin2 
des Wnt/� -Catenin-Signalweges eine endogene Aktivierung angestrebt. 

E.1.1.1E.1.1.1E.1.1.1E.1.1.1 Exogene Exogene Exogene Exogene AktivierungAktivierungAktivierungAktivierung    des Wntdes Wntdes Wntdes Wnt////� ----CateninCateninCateninCatenin----SignalwegesSignalwegesSignalwegesSignalweges    durch Stimulationdurch Stimulationdurch Stimulationdurch Stimulation                                                            
mit Wnt3a und LiClmit Wnt3a und LiClmit Wnt3a und LiClmit Wnt3a und LiCl        

Für die exogene Aktivierung des Wnt/� -Catenin-Signalweges wurden hMSC mit verschiedenen 
Konzentrationen von rekombinantem Wnt3a stimuliert. Alternativ erfolgte die Zugabe von LiCl. 
Li+-Ionen inhibieren GSK-3� , wodurch es zu einem verminderten Abbau von � -Catenin kommt, was 
wiederum mit einer Aktivierung des Wnt-Weges einhergeht (siehe auch B.2.2).  

E.1.1.1.1E.1.1.1.1E.1.1.1.1E.1.1.1.1 Einfluss auf die sEinfluss auf die sEinfluss auf die sEinfluss auf die subzelluläre ubzelluläre ubzelluläre ubzelluläre LokalisationLokalisationLokalisationLokalisation    von von von von � ----Catenin Catenin Catenin Catenin         

Die Behandlung von hMSC mit 150 ng/ml Wnt3a resultierte in einem deutlichen Anstieg der 
Absolutmengen des � -Catenin-Proteins, was im Zelllysat mittels Western Blot nachgewiesen 
wurde. Um eine semiquantitative Aussage zu erhalten, wurden die Proteinsignale von � -Catenin 
densitometrisch ausgewertet und auf die jeweiligen Proteinmengen von � -Actin normalisiert. Die 
Analyse ergab einen Anstieg ab dem dritten Tag auf eine maximale Akkumulation von � -Catenin 
nach einem Zeitraum von sieben Tagen (2,2-fach) (Abb. E-1). Nach LiCl-Stimulation konnte mittels 
Western Blot kein deutlich erhöhter Proteinlevel von � -Catenin nachgewiesen werden. 

    

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----1111: : : : Akkumulation von Akkumulation von Akkumulation von Akkumulation von � ----Catenin in hMSC Catenin in hMSC Catenin in hMSC Catenin in hMSC 
nach Stimulationnach Stimulationnach Stimulationnach Stimulation    mit Wnt3amit Wnt3amit Wnt3amit Wnt3a....    

hMSC wurden für 7 Tage mit 150 ng/ml Wnt3a 
stimuliert. Es erfolgte ein Vergleich der � -Catenin-
Protein-Level (92 kDa) in Lysaten nicht-stimulierter 
(K) und stimulierter Zellen (Wnt3a). Die Protein-
mengen wurden densitometrisch analysiert und auf 
� -Actin (42 kDa) normalisiert. 
 

Die Translokation von � -Catenin in den Zellkern konnte sowohl nach Wnt3a- als auch nach LiCl-
Stimulation mittels Immunfluoreszenz gezeigt werden (Abb. E-2). So wich das vorwiegend peri-
nukleäre Fluoreszenz-Signal von � -Catenin in den Kontrollen infolge der siebentägigen Stimu-
lation einer hauptsächlich nukleären Fluoreszenz, was durch Kolokalisation mit der Kern-Färbung 
(DAPI) in besonderem Maße deutlich wurde. 
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Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----2222: : : : Immunhistologischer Nachweis der Immunhistologischer Nachweis der Immunhistologischer Nachweis der Immunhistologischer Nachweis der � ----CateninCateninCateninCatenin----Expression Expression Expression Expression nachnachnachnach    Wnt3aWnt3aWnt3aWnt3a----    und LiClund LiClund LiClund LiCl----StimulationStimulationStimulationStimulation....    

Die Immunfluoreszenz wurde mit Hilfe eines polyklonalen Antikörpers gegen � -Catenin (jeweils linke Seite) 
nach siebentägiger Stimulation durchgeführt.  
Zusätzlich erfolgte eine Darstellung der Zellkerne durch DAPI-Färbung (jeweils rechte Seite). Balken = 50 µm. 
A) Wnt3a-Stimulation erfolgte mit 150 ng/ml. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle.  
B) LiCl-stimulierte (2mM) Zellen wurden mit NaCl-behandelten Zellen verglichen.  

E.1.1.1.2E.1.1.1.2E.1.1.1.2E.1.1.1.2 Einfluss auf die Expression von Cyclin D1 und MT1Einfluss auf die Expression von Cyclin D1 und MT1Einfluss auf die Expression von Cyclin D1 und MT1Einfluss auf die Expression von Cyclin D1 und MT1----MMMMMPMPMPMP    

Die Effekte auf das Transkriptom der hMSC, die durch die Translokation von � -Catenin in den Kern 
bedingt waren, wurden mittels qRT-PCR untersucht. Hierbei wurden exemplarisch die Expressions-
profile von Cyclin D1 (Shtutman et al., 1999) und MT1-MMP (Takahashi et al., 2002) bestimmt, da 
diese Zielgene nachweislich durch den Wnt/� -Catenin-Weg reguliert werden. Es zeigte sich, dass 
die Cyclin D1-Expression signifikant induziert war (Tag1, 7). Die Transkriptmenge von MT1-MMP 
hingegen war nur leicht erhöht (Abb. E-3A). Nach LiCl-Stimulation der Zellen war vor allem die Ex-
pression von Cyclin D1 deutlich induziert (Abb. E-3B), wohingegen die MT1-MMP-Expression am 
Tag 1 nur leicht erhöht war. Am Tag 7 war keines der beiden Wnt-Zielgene signifikant induziert. 

 

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----3333: : : : mRNAmRNAmRNAmRNA----Expressionsprofil von CyclinExpressionsprofil von CyclinExpressionsprofil von CyclinExpressionsprofil von Cyclin    D1 und MT1D1 und MT1D1 und MT1D1 und MT1----MMP nach MMP nach MMP nach MMP nach Wnt3aWnt3aWnt3aWnt3a----    und LiClund LiClund LiClund LiCl----StimulationStimulationStimulationStimulation....    

Die Transkriptmengen von Cyclin D1 und MT1-MMP wurden nach einem und sieben Tagen mittels qRT-PCR 
bestimmt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD  eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05. 
A) Die Daten der mit 150 ng/ml Wnt3a-stimulierten hMSC wurden prozentual im Verhältnis zur unstimu-

lierten Kontrolle dargestellt.  
B) Als Referenz für die mit 1 mM LiCl stimulierten Proben dienten die mit den entsprechenden NaCl-Konzen-

trationen behandelten Proben (100 %).  
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E.1.1.1.3E.1.1.1.3E.1.1.1.3E.1.1.1.3 Einfluss auf dEinfluss auf dEinfluss auf dEinfluss auf dasasasas    ProliferationProliferationProliferationProliferationssss----    und Invasionsverhalten und Invasionsverhalten und Invasionsverhalten und Invasionsverhalten         

Um zu klären, ob die Wnt3a- bzw. LiCl-Stimulation in einer höheren Zellteilungsrate resultiert, 
wurde der CyQuant-Proliferation-Assay eingesetzt. In beiden Fällen konnte ein gesteigertes Wachs-
tum festgestellt werden, wobei dies im Fall von Wnt3a im niedrigen Konzentrationsbereich tenden-
ziell dosisabhängig war, bevor ab 100 ng/ml ein Plateau erreicht wurde (Abb. E-4A).  
Auch die LiCl-Stimulation ging bei 1 mM und 4 mM mit einer gesteigerten Proliferation einher 
(Abb. E-4B). Dagegen führten hohe Mengen LiCl (40 mM) zu einem drastischen Rückgang der Pro-
liferation (nicht dargestellt).   
    

    

    

    

    

    

    

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----4444: : : : ProliferProliferProliferProliferationsverhalten ationsverhalten ationsverhalten ationsverhalten nachnachnachnach    Stimulation mit Wnt3a  und LiClStimulation mit Wnt3a  und LiClStimulation mit Wnt3a  und LiClStimulation mit Wnt3a  und LiCl....    

hMSC wurden für die Dauer von sieben Tagen mit Wnt3a bzw. LiCl stimuliert, wonach die Proliferation mit-
tels CyQuant-Assay bestimmt wurde. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05. 
A) Wnt3a (0 – 200 ng/ml)-stimulierte Zellen im Vergleich mit der unbehandelten Kontrolle (100 %). 
B) Die Proliferation LiCl (1 mM und 4 mM)-stimulierter hMSC  wurde in Relation zur nicht-stimulierten 

Kontrolle (100 %) gesetzt. Als zusätzliche Kontrolle dienten NaCl-stimulierte Zellen. 
 

Das Invasionsverhalten der hMSC wurde in einem Transwell-System untersucht. Dabei wurde die 
Fähigkeit der Zellen evaluiert, eine rekonstituierte Basalmembran in Richtung eines Konzentra-
tionsgradienten aus Humanserum zu durchwandern. Eine starke Induktion des Invasionsverhaltens 
zeigte sich vor allem infolge der Stimulation mit Wnt3a (Abb. E-5A). Aber auch nach Stimulation 
mit LiCl (4 mM) konnte eine gesteigerte Invasionsrate beobachtet werden (Abb. E-5B).  
   

    

    

    

    

    

    

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----5555: : : : Invasionsverhalten nach StimulaInvasionsverhalten nach StimulaInvasionsverhalten nach StimulaInvasionsverhalten nach Stimulation mit Wnt3a bzw. LiCltion mit Wnt3a bzw. LiCltion mit Wnt3a bzw. LiCltion mit Wnt3a bzw. LiCl....    

Die Fähigkeit hECM zu durchwandern wurde über einen Zeitraum von 48 Stunden untersucht.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ±-SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01. 
A) Proliferation nach Stimulation mit Wnt3a (150, 200 ng/ml) im Vergleich mit unstimulierten Kontrollzellen.  
B) Effekte der NaCl- und LiCl-Zugabe (je 1 mM und 4 mM) in Relation zur nicht behandelten Kontrollgruppe 

(100 %).  
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E.1.1.1.4E.1.1.1.4E.1.1.1.4E.1.1.1.4 EEEEinfluss auf influss auf influss auf influss auf die Differenzierungsfähigkeitdie Differenzierungsfähigkeitdie Differenzierungsfähigkeitdie Differenzierungsfähigkeit    

Um zu untersuchen, ob die Stimulationen der mesenchymalen Stammzellen mit Wnt3a und LiCl 
selbst zu einer Differenzierung der Zellen führt bzw. die Differenzierungsfähigkeit der hMSC ein-
schränkt, wurden folgende Experimente durchgeführt:  

Einerseits wurden hMSC sieben Tage lang mit Wnt3a bzw. LiCl stimuliert und anschließend einer 
Alizarin Rot- und Oil Red O-Färbung unterzogen, um eine mögliche Differenzierung der Zellen in 
die osteogene und adipogene Richtung zu überprüfen (siehe D.2.3.6). Eine solche Differenzierung 
der hMSC wurde jedoch weder nach Wnt3a- noch nach LiCl-Stimulation beobachtet (Abb. E-6A).  

Andererseits wurden gleich im Anschluss an die siebentägige Stimulation mit Wnt3a bzw. LiCl die 
hMSC durch Zugabe der entsprechenden Komponenten chemisch (D.2.3.5) in die osteogene und 
adipogene Richtung differenziert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass weder Wnt3a, noch LiCl zu 
einer Veränderung der charakteristischen Stammzelleigenschaften führte. So waren die vorstimu-
lierten hMSC immer noch in gleichem Maße fähig in die mesodermale Richtungen (osteogen/ 
adipogen) zu differenzieren (Abb. E-6B).  
 

 

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----6666: : : : DifferenzierungsstatusDifferenzierungsstatusDifferenzierungsstatusDifferenzierungsstatus    und und und und DifferenzierungsDifferenzierungsDifferenzierungsDifferenzierungsvermögenvermögenvermögenvermögen    von Wnt3avon Wnt3avon Wnt3avon Wnt3a----    und LiClund LiClund LiClund LiCl----stimulierten hMSCstimulierten hMSCstimulierten hMSCstimulierten hMSC....    

Die Differenzierungen in die osteogene und adipogene Richtung wurden chemisch induziert und entspre-
chend durch Alizarin Rot- und Oil Red O-Färbung nachgewiesen. Die Zellen wurden mit 150 ng/ml Wnt3a 
bzw. 4 mM LiCl stimuliert. Kontrollzellen blieben unstimuliert bzw. mit 4 mM NaCl behandelt. Balken = 50 µm 
A) hMSC wurden nach vorangehender siebentägiger Behandlung mit Wnt3a oder LiCl zum Nachweis einer 

etwaig eingetretenen osteogenen bzw. adipogenen Differenzierung mittels Alizarin Rot-bzw. Oil Red O- 
Färbung überprüft. 

B) Sieben Tage mit Wnt3a bzw. LiCl stimulierte hMSC wurden in die osteogene (links) bzw. adipogene (rechts) 
Richtung differenziert und gefärbt. 

 
 



 

                                                                                                                        ERGEBNISSE 53 

E.1.1.2E.1.1.2E.1.1.2E.1.1.2 Endogene Endogene Endogene Endogene AktivierungAktivierungAktivierungAktivierung    des Wntdes Wntdes Wntdes Wnt////� ----CateninCateninCateninCatenin----SignalwegesSignalwegesSignalwegesSignalweges    durch Knockdown durch Knockdown durch Knockdown durch Knockdown                                             
von APC und Axin2von APC und Axin2von APC und Axin2von APC und Axin2    

Um die durch die exogene Aktivierung des Wnt/� -Catenin-Signalweges erhaltenen Resultate auf 
intrazellulärem Niveau näher zu charakterisieren, wurde in einem RNAi-basierten Ansatz die 
Expression der in den Abbau von � -Catenin involvierten Komplexproteine APC und Axin2 reduziert. 
Hierdurch sollte eine gezielte endogene Aktivierung der Wnt-Signaltransduktionskaskade erreicht 
werden. 
 

E.1.1.2.1E.1.1.2.1E.1.1.2.1E.1.1.2.1 Einfluss auf die zelluläre Konzentration von Einfluss auf die zelluläre Konzentration von Einfluss auf die zelluläre Konzentration von Einfluss auf die zelluläre Konzentration von � ----Catenin Catenin Catenin Catenin und und und und                                                                                                                                 
die Expression von Cyclin D1 und MT1die Expression von Cyclin D1 und MT1die Expression von Cyclin D1 und MT1die Expression von Cyclin D1 und MT1----MMPMMPMMPMMP    

Für den Knockdown von APC und Axin2 wurden jeweils zwei bzw. drei spezifische siRNAs ausge-
wählt und in hMSC transfiziert. In Abb. E-7 sind die Knockdown-Effizienzen der siRNAs dargestellt, 
die die stärkste Reduktion der entsprechenden mRNA-Level hervorriefen. Diese wurden über den 
Zeitraum einer Woche nach Transfektion mittels qRT-PCR bestimmt.  

Im Falle der APC-siRNA zeigte sich am Tag 1 nach Transfektion ein hoch signifikanter Abfall der 
APC-mRNA-Expression (97 %) während am Tag 3 und 7 der Knockdown nur noch schwach ausge-
prägt war.  

Ein ähnlicher Verlauf war bei Axin2 zu beobachten, wobei die Reduktion der Axin2-mRNA am Tag 1 
nach Transfektion weniger stark ausfiel. Am Tag 7 war kein Einfluss des Knockdowns mehr fest-
stellbar.   

 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----7777: : : : KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown----Effizienzen der Effizienzen der Effizienzen der Effizienzen der siRNAs gegen APCsiRNAs gegen APCsiRNAs gegen APCsiRNAs gegen APC    und Axin2.und Axin2.und Axin2.und Axin2.    

Mittels qRT-PCR erfolgte die Bestimmung der Knockdown-Effizienz der siRNAs am Tag 1, 3 und 7 nach 
Transfektion. Die Knockdown-Effizienzen wurden prozentual im Verhältnis zur nc-siRNA-Transfektion 
dargestellt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD  eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01. 
A) Knockdown von APC. 
B) Knockdown von Axin2.  
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Um zu überprüfen, ob bzw. in welchem Ausmaß die verringerte mRNA-Expression von APC und 
Axin2 mit einer vermehrten Akkumulation von � -Catenin einhergeht, wurden semiquantitative 
Western Blot-Analysen von Zelllysaten durchgeführt. Sowohl der Knockdown von APC als auch der 
von Axin2 führten hierbei zu einem Anstieg des � -Catenin-Proteinlevels (Abb. E-8), der am siebten 
Tag nach Transfektion am deutlichsten wurde. 
 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----8888: : : : NNNNachweis des achweis des achweis des achweis des � ----CateninCateninCateninCatenin----Proteinlevels Proteinlevels Proteinlevels Proteinlevels 
nach nach nach nach KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    von APC und Axin2.von APC und Axin2.von APC und Axin2.von APC und Axin2.    

Der semiquantitative Proteinnachweis von � -Catenin 
(92-kDa) erfolgte mittels Western Blot. Dabei wurden 
Lysate von hMSC eingesetzt, die sieben Tage zuvor 
mit APC- bzw. Axin2-siRNA transfiziert worden wa-
ren. Als Auftragskontrolle diente � -Actin (42 kDa). 
 

Wie schon für die Stimulationsexperimente mit Wnt3a und LiCl dargestellt, wurden auch in den 
Knockdown-Versuchen die Transkriptmengen von Cyclin D1 und MT1-MMP bestimmt.  

Im Fall des APC-Knockdowns wurde einen Tag nach Transfektion eine deutliche Reduktion der 
beiden Wnt-Zielgene beobachtet, während die entsprechenden Transkripte am Tag 3 eine signifi-
kante Induktion zeigten, aber am Tag 7 im Vergleich zur Kontrolle nicht mehr verändert waren 
(Abb. E-9A).  

Beim Axin2-Knockdown konnte die höchste Induktion im Falle von MT1-MMP am Tag-3 nach 
siRNA-Transfektion festgestellt werden, während die Expression von Cyclin D1 am Tag 7 Maximal-
werte aufwies (Abb. E-9B).  

  

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----9999: : : : mRNAmRNAmRNAmRNA----Expressionsprofil Expressionsprofil Expressionsprofil Expressionsprofil vonvonvonvon    CyclinCyclinCyclinCyclin    D1 und MT1D1 und MT1D1 und MT1D1 und MT1----MMP nach MMP nach MMP nach MMP nach KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    von APC und Axin2von APC und Axin2von APC und Axin2von APC und Axin2....    

Die Transkriptmengen von Cyclin D1 und MT1-MMP in den Knockdown-Zellen wurden am Tag 1, 3 und 7 
nach Transfektion mittels qRT-PCR bestimmt und mit derjenigen der nc-siRNA-transfizierten Kontrollgruppe 
(100 %) verglichen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD  eines 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.1.1.2.2E.1.1.2.2E.1.1.2.2E.1.1.2.2 EinflussEinflussEinflussEinfluss    auf dauf dauf dauf das Proliferationsas Proliferationsas Proliferationsas Proliferations----    und Invasionsverhaltenund Invasionsverhaltenund Invasionsverhaltenund Invasionsverhalten    

Analog zu den Experimenten, in denen der Wnt-Signalweg durch exogene Faktoren aktiviert 
wurde, erfolgte auch nach Knockdown von APC und Axin2 eine Untersuchung der Proliferation 
und des Invasionsverhaltens der Zellen.  
Nach Knockdown von APC,  konnte sowohl eine gesteigerte Zellteilungsrate (Abb. E-10A) als auch 
eine erhöhte Invasionsfähigkeit der hMSC beobachtet werden (Abb. E-10B).  
Interessanterweise wirkte sich der Knockdown von Axin2 reprimierend auf das Wachstumsvermö-
gen (Abb. E-10A) der Zellen aus und hatte keinen Einfluß auf das Invasionsverhalten (Abb. E-10B).  

     

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----10101010: : : : ProliferationProliferationProliferationProliferationssss----    und Invasionund Invasionund Invasionund Invasionsverhaltensverhaltensverhaltensverhalten    nach Transfektion der siRNAs gegen APC und Axin2.nach Transfektion der siRNAs gegen APC und Axin2.nach Transfektion der siRNAs gegen APC und Axin2.nach Transfektion der siRNAs gegen APC und Axin2.    

Nach Transfektion mit APC- bzw. Axin2-siRNAs wurden die Proliferation von hMSC mittels CyQuant-Assay 
bzw. die Invasionsfähigkeit mittels des Transwell-Systems im Vergleich zu nc-siRNA-transfizierten hMSC 
untersucht. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD  eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05. 
A) Proliferation von APC- und Axin2-Knockdown-Zellen sieben Tage nach Transfektion. 
B) Invasionsverhalten (für eine Dauer von 48 Stunden analysiert) einen Tag nach Transfektion. 
 
 
 

E.1.2E.1.2E.1.2E.1.2 InhibitionsstudienInhibitionsstudienInhibitionsstudienInhibitionsstudien    

In einem weiteren Ansatz wurde der Wnt/� -Catenin-Signalweg ebenfalls unter Verwendung der 
RNAi-Technologie inhibiert. Hierbei wurde die Expression zentraler Komponenten des kanonischen 
Wnt/� -Catenin-Signalweges, nämlich des transkriptionsaktivierenden Proteins � -Catenin und des 
Wnt-Korezeptors LRP5, mittels siRNA-Transfektion vermindert.  

E.1.2.1E.1.2.1E.1.2.1E.1.2.1 Inhibition desInhibition desInhibition desInhibition des    WntWntWntWnt////� ----CateninCateninCateninCatenin----SignalSignalSignalSignalweges durch weges durch weges durch weges durch KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    von von von von                                                                                                     
� ----Catenin Catenin Catenin Catenin und LRP5und LRP5und LRP5und LRP5        

Die mit Hilfe der Angaben von Angela Reynolds (Reynolds et al., 2004) ausgewählten siRNAs gegen 
� -Catenin und LRP5 erwiesen sich als hoch effizient, was zunächst auf mRNA- und im Anschluss 
daran auch auf Proteinebene gezeigt werden konnte.  
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E.1.2.1.1E.1.2.1.1E.1.2.1.1E.1.2.1.1 Einfluss auf die ExpressionEinfluss auf die ExpressionEinfluss auf die ExpressionEinfluss auf die Expression    von von von von � ----Catenin und LRP5Catenin und LRP5Catenin und LRP5Catenin und LRP5    

Abb. E-11 gibt die Reduktion der � -Catenin- und LRP5-mRNA über einen Zeitraum von sieben 
Tagen wieder. Die höchste Knockdown-Effizienz auf mRNA-Ebene konnte einen Tag nach Trans-
fektion nachgewiesen werden. In beiden Fällen war die Reduktion der endogenen Transkriptlevel 
über einen relativ langen Zeitraum von sieben Tagen fast ohne merkliche Abnahme der Knock-
down-Effizienz beobachtbar.  
 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----11111111: : : : KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    von von von von � ----Catenin Catenin Catenin Catenin 
und LRP5 in hMSC.und LRP5 in hMSC.und LRP5 in hMSC.und LRP5 in hMSC.    

Die Überprüfung der Knockdown-Effizienz 
von � -Catenin und LRP5 erfolgte mittels 
qRT-PCR. Dargestellt ist jeweils die verblie-
bene mRNA-Expression in den Knockdown-
Zellen im Vergleich zu den mit nc-siRNA 
transfizierten hMSC am Tag 1, 3 und-7 nach 
Transfektion.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD  eines 
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01. 
 
 
 
 
 

Der Nachweis des jeweiligen Knockdowns auf Proteinebene erfolgte mittels semiquantitativer 
Western Blot-Analyse. Dabei zeigte sich im Vergleich zu den Gegebenheiten des mRNA-Knock-
downs eine deutliche Verzögerung (bis zu sieben Tage) der Reduktion auf Protein-Ebene. Da bei der 
Herstellung des Lysates ein Spaltprodukt mit reduziertem Molekulargewicht des membrangebun-
denen LRP5 in die lösliche Fraktion freigesetzt wird, kann dieses ebenso wie � -Catenin (Abb. E-12A) 
in der löslichen Fraktion nachgewiesen werden (Abb. E-12B). 
 

 
 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----12121212: : : : Nachweis der Reduktion der Proteinmengen von Nachweis der Reduktion der Proteinmengen von Nachweis der Reduktion der Proteinmengen von Nachweis der Reduktion der Proteinmengen von � ----CCCCateninateninateninatenin    unununund LRP5 nach d LRP5 nach d LRP5 nach d LRP5 nach siRNAsiRNAsiRNAsiRNA----Transfektion.Transfektion.Transfektion.Transfektion.    

Western Blot-Analysen von hMSC-Lysaten zum Nachweis des Knockdowns von � -Catenin (92 kDa) und LRP5 
(85 kDa) auf Proteinebene. Die Proteinmengen wurden densitometrisch ausgewertet und auf � -Actin 
(42-kDa) normalisiert. 
A) � -Catenin-Proteinlevel in der löslichen Fraktion der hMSC-Lysate am Tag 1, 3 und 7 nach           

Transfektion der � -Catenin-siRNA.  
B) LRP5-Proteinlevel in der löslichen Fraktion des hMSC-Lysates am Tag 7 nach Transfektion der LRP5-siRNA. 
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E.1.2.1.2E.1.2.1.2E.1.2.1.2E.1.2.1.2 Einfluss auf dEinfluss auf dEinfluss auf dEinfluss auf die Expression von Cyclin D1 und MT1ie Expression von Cyclin D1 und MT1ie Expression von Cyclin D1 und MT1ie Expression von Cyclin D1 und MT1----MMPMMPMMPMMP    

Zur Überprüfung ob bzw. inwiefern eine verringerte � -Catenin-Proteinmenge sich auch auf die 
Wnt-Zielgene Cyclin D1 und MT1-MMP auswirkt, wurden deren Transkriptmengen mittels qRT-PCR 
bestimmt. Dabei zeigte sich sieben Tage nach Transfektion der � -Catenin-siRNA eine deutliche 
Abnahme der Expression von beiden Wnt-Zielgenen (Abb. E-13).  

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----13131313: : : : mRNAmRNAmRNAmRNA----Expressionsprofil der Expressionsprofil der Expressionsprofil der Expressionsprofil der 
WntWntWntWnt----Zielgene CyclinZielgene CyclinZielgene CyclinZielgene Cyclin    D1 und MT1D1 und MT1D1 und MT1D1 und MT1----MMP MMP MMP MMP 
nach nach nach nach KnockdowKnockdowKnockdowKnockdownnnn    von von von von � ----CCCCatenin.atenin.atenin.atenin.    

Mittels qRT-PCR wurde die mRNA-Expres-
sion von Cyclin D1 und MT1-MMP einen 
und sieben Tage nach Transfektion der 
� -Catenin-siRNA untersucht. Prozentual an-
gegeben sind die jeweiligen mRNA-Expres-
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. 

 

 
 
Zusätzlich zu diesen Knockdown-Experimenten wurde ein ergänzender Versuch durchgeführt, 
womit die Bedeutung von � -Catenin und LRP5 für die Weiterleitung des Wnt3a-vermittelten 
Signals in den Zellkern bis hin zur Expression des Wnt-Zielgens Cyclin D1 näher evaluiert werden 
sollte. Hierfür wurden hMSC mit den siRNAs gegen � -Catenin bzw. LRP5 transfiziert und am Tag 6 
- zum Zeitpunkt des maximalen Knockdowns von � -Catenin und LRP5 auf Protein-Ebene – für 24 
Stunden mit Wnt3a stimuliert. Im Vergleich zu den mit nc-siRNA-transfizierten Zellen, die nach 
Stimulation mit Wnt3a eine deutliche Induktion des Cyclin D1-Transkriptniveaus zeigten, war die 
Expression in den Knockdown-Zellen in beiden Fällen nicht induziert. Vielmehr konnte eine 
Reduktion der Cyclin D1-Expression beobachtet werden (Abb. E-14).  
 
 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----14141414: : : : CyclinCyclinCyclinCyclin    D1D1D1D1----mRmRmRmRNANANANA----ExpExpExpExpressionressionressionression    in in in in 
KontrollKontrollKontrollKontrollzellen sowie in zellen sowie in zellen sowie in zellen sowie in � ----CateninCateninCateninCatenin----    und und und und 
LRP5LRP5LRP5LRP5----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown----ZellenZellenZellenZellen    nach Stimulanach Stimulanach Stimulanach Stimula----
tiontiontiontion    mit Wnt3mit Wnt3mit Wnt3mit Wnt3    

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-
chend zur Expression in � -Catenin- und 
LRP5-Knockdown-Zellen untersucht. 
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05. 
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E.1.2.1.3E.1.2.1.3E.1.2.1.3E.1.2.1.3 Einfluss Einfluss Einfluss Einfluss auf das auf das auf das auf das ProliferationProliferationProliferationProliferationssss----    und Invasionund Invasionund Invasionund Invasionsverhaltensverhaltensverhaltensverhalten        

Um die Folgen der Reduktion von � -Catenin und LRP5 auf das phänotypische Verhalten der hMSC 
zu beurteilen, wurden Proliferations- und Invasionsvermögen der transfizierten Zellen getestet. 
Dabei konnte eine Verminderung der proliferativen Eigenschaften beobachtet werden, die im Fall 
des � -Catenin Knockdowns etwas stärker ausgeprägt war als nach LRP5-Knockdown (Abb. E-15A). 
Darüber hinaus war auch das Invasionsverhalten derartig behandelter hMSC deutlich einge-
schränkt (Abb. E-15B), wobei der � -Catenin-Knockdown zu einer sehr starken Verminderung des 
Invasionsvermögens um ca. 70 % führte.  
 

    

    

    

    

    

    

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----15151515: : : : ProliferationProliferationProliferationProliferationssss----    und Invasionsvermögen von hMSCund Invasionsvermögen von hMSCund Invasionsvermögen von hMSCund Invasionsvermögen von hMSC    nachnachnachnach    KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    vonvonvonvon    � ----CCCCateateateatennnnin in in in und LRP5und LRP5und LRP5und LRP5....    

Die Proliferation bzw. das Invasionsvermögen wurden am Tag 7 nach Transfektion entsprechend mittels 
CyQuant-Assay und Transwell-System in � -Catenin- bzw. LRP5-Knockdown-Zellen untersucht.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01. 
A) Zellteilungsrate von � -Catenin- und LRP5-siRNA-transfizierten hMSC im Vergleich zu nc-siRNA-

behandelten Kontrollzellen (100 %).  
B) Das Invasionsexperiment von � -Catenin- und LRP5-Knockdown-hMSC wurde fünf Tage nach Transfektion 

für die Dauer von 48 Stunden im Vergleich zu den nicht-transfizierten Kontrollzellen durchgeführt und am 
Tag 7 nach Transfektion ausgewertet.  

E.1.3E.1.3E.1.3E.1.3 Analyse der Funktion vonAnalyse der Funktion vonAnalyse der Funktion vonAnalyse der Funktion von    Cyclin D1 und MT1Cyclin D1 und MT1Cyclin D1 und MT1Cyclin D1 und MT1----MMP MMP MMP MMP inininin    hMSChMSChMSChMSC    

Um zu überprüfen, inwiefern die Änderungen im zellulären Phänotyp, die sowohl nach Aktivierung 
als auch im Zuge einer Inhibition des Wnt/� -Catenin-Signalweges beobachtet wurden, mit dem 
Expressionsniveau der beiden Wnt-Zielgene Cyclin D1 und MT1-MMP assoziiert werden können, 
wurde ein siRNA-vermittelter Knockdown von beiden Faktoren durchgeführt. Abb. E-16 zeigt die 
Knockdown-Effizienz der eingesetzten siRNAs auf mRNA-Ebene über einen Zeitraum von sieben 
Tagen nach Transfektion. 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----16161616: : : : KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    von Cyclin D1 und von Cyclin D1 und von Cyclin D1 und von Cyclin D1 und 
MT1MT1MT1MT1----MMP in hMSC.MMP in hMSC.MMP in hMSC.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. 
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Zudem konnte die verminderte Expression in beiden Fällen auch auf Proteinebene bestätigt werden 
(Abb. E-17). 
 
 
 

    

    

    

Abb. Abb. Abb. Abb. EEEE----17171717: : : : Nachweis Nachweis Nachweis Nachweis der Reduktion von Cyclin D1 und MT1der Reduktion von Cyclin D1 und MT1der Reduktion von Cyclin D1 und MT1der Reduktion von Cyclin D1 und MT1----MMP aMMP aMMP aMMP auf Proteinebene nach Transfektion der uf Proteinebene nach Transfektion der uf Proteinebene nach Transfektion der uf Proteinebene nach Transfektion der 
entsprechenden siRNentsprechenden siRNentsprechenden siRNentsprechenden siRNA in hMSC.A in hMSC.A in hMSC.A in hMSC.    

Mittels Western Blot-Analyse wurden die Proteinlevel von Cyclin D1 und MT1-MMP nach Transfektion der 
entsprechenden siRNAs bestimmt. Als Auftragskontrolle diente � -Actin (42 kDa).  
A) Die Analyse des Knockdowns von Cyclin D1 erfolgte in Zelllysaten vom Tag 1, 3 und 7 nach Transfektion 

der Cyclin D1-siRNA.  
B) Die Analyse des Knockdowns von MT1-MMP erfolgte in Zelllysaten vom Tag 3 nach Transfektion.  

Die beiden folgenden Experimente zeigten eindeutig einen Zusammenhang zwischen der hMSC-
Proliferation und der Cyclin D1-Expression einerseits sowie der Invasion und der MT1-MMP-
Expression andererseits. In den jeweiligen Versuchsansätzen wurde die Expression von Cyclin D1 
bzw. MT1-MMP mittels siRNA-Transfektion reduziert und daraufhin die Proliferation bzw. das 
Invasionsverhalten der Zellen untersucht.  
Der Cyclin D1-Knockdown führte zu einer Verringerung der Proliferation (Abb. E-18A), während der 
MT1-MMP-Knockdown die Invasionsfähigkeit reduzierte (Abb. E-18B).  
Dass die in nicht-transfizierten hMSC durch Wnt3a- oder LiCl-vermittelte Steigerung der Proli-
feration bzw. der Invasion in den Knockdown-Zellen nicht mehr hervorzurufen war, deutet zudem 
auf die Wichtigkeit der Zielgene Cyclin D1 für die Proliferation (Abb. E-18A) und MT1-MMP für die 
Invasivität (Abb. E-18B) hin. 

 
Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----18181818: : : : Proliferation Proliferation Proliferation Proliferation von von von von Cyclin D1Cyclin D1Cyclin D1Cyclin D1----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown----Zellen sowie Invasionsverhalten von MT1Zellen sowie Invasionsverhalten von MT1Zellen sowie Invasionsverhalten von MT1Zellen sowie Invasionsverhalten von MT1----MMPMMPMMPMMP----KnockKnockKnockKnock----

downdowndowndown----Zellen Zellen Zellen Zellen nacnacnacnach Wnt3ah Wnt3ah Wnt3ah Wnt3a----    und LiClund LiClund LiClund LiCl----StimulationStimulationStimulationStimulation. . . .     

Die Proliferation bzw. das Invasionsvermögen von Cyclin D1- bzw. MT1-MMP-siRNA-transfizierten hMSC 
wurde mittels des CyQuant-Assay bzw. Transwell-Systems untersucht und mit den Effekten einer zusätzlichen 
Wnt3a- (150 ng/ml) bzw. LiC-Stimulation (1 mM) am Tag 7 nach Transfektion verglichen. 
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01. 
A) Die Proliferation der Cyclin D1-Knockdown-Zellen wurde im Vergleich zu den nc-siRNA transfizierten 

Zellen (100 %) analysiert.  
B) Die Invasivität von MT1-MMP-Knockdown-Zellen wurde mit derjenigen der entsprechenden Kontrollzellen 

verglichen. 
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E.2E.2E.2E.2 WntWntWntWnt----Rezeptoren in hMSCRezeptoren in hMSCRezeptoren in hMSCRezeptoren in hMSC    
Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse bezüglich der Initiation des Wnt -Signalweges deuten viele 
Arbeiten darauf hin, dass zur Aktivierung des kanonischen Wnt/� -Catenin-Signalweges ein 
ternärer Komplex aus Wnt-Ligand, Frizzled Rezeptor (Fzd) und den Korezeptoren LRP5 bzw. LRP6 
gebildet werden muss. Allerdings gibt es bislang nur eine Arbeit (Etheridge et al., 2004), die sich mit 
dieser Thematik in hMSC beschäftigt hat, wobei etliche Komponenten unberücksichtigt blieben. 
Deshalb wurde in diesem Teilprojekt der vorliegenden Promotionsarbeit erstmals die Expression 
aller 10 bisher bekannten Fzds sowie die Rolle eines speziellen Vertreters (Fzd8) und weitere Wnt-
Korezeptoren (LRP5, LRP6) sowie des Liganden Dkk-1 untersucht. 

E.2.1E.2.1E.2.1E.2.1 Rolle von FrizzledRolle von FrizzledRolle von FrizzledRolle von Frizzled----Rezeptoren in hMSCRezeptoren in hMSCRezeptoren in hMSCRezeptoren in hMSC    

E.2.1.1E.2.1.1E.2.1.1E.2.1.1 mRNAmRNAmRNAmRNA----Expression von FzdsExpression von FzdsExpression von FzdsExpression von Fzds    

Plasmid-DNA, die die entsprechende kodierende Sequenz des jeweiligen Rezeptors trug, wurde als 
Positivkontrolle in die PCR eingesetzt. Derartige Plasmide standen für Fzd7 sowie 8 nicht zur 
Verfügung.  
Die Basal-Expression aller Fzds konnte auch in hMSC erstmalig festgestellt werden, wobei Fzd10 
nur in sehr geringen Mengen detektiert wurde. Fzd1, 2 und 6 hingegen zeigten eine deutlich höhe-
re Expression, während für die Rezeptoren Fzd3, 4, 5, 7, 8 und Fzd9 nur eine moderate Expression 
festzustellen war (Abb. E-19).  
 

             

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----19191919: : : : Analyse des FzdAnalyse des FzdAnalyse des FzdAnalyse des Fzd----ExpressionsprofilExpressionsprofilExpressionsprofilExpressionsprofilssss    in hMSC.in hMSC.in hMSC.in hMSC.    

Der qualitative Nachweis der Fzd1-10-Expression erfolgte mittels RT-PCR aus revers transkribierter hMSC-
Total-RNA. Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegelelektrophorese visualisiert. Im Falle von Fzd1, 2, 3, 4, 
5, 6, 9 und Fzd10 konnte eine vektorielle Positivkontrolle (Pos) in die PCR eingesetzt werden. Als Negativ-
kontrolle wurde anstelle der Proben-DNA 1 µl Aqua dest. (H2O)  verwendet. 
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E.2.1.2E.2.1.2E.2.1.2E.2.1.2 Expression und Regulation Expression und Regulation Expression und Regulation Expression und Regulation des Rezeptors Frizzled 8 in hMSCdes Rezeptors Frizzled 8 in hMSCdes Rezeptors Frizzled 8 in hMSCdes Rezeptors Frizzled 8 in hMSC    

E.2.1.2.1E.2.1.2.1E.2.1.2.1E.2.1.2.1 Regulation der mRNARegulation der mRNARegulation der mRNARegulation der mRNA----ExpressionExpressionExpressionExpression    von Fzd8von Fzd8von Fzd8von Fzd8    durch den Wntdurch den Wntdurch den Wntdurch den Wnt////� ----CateninCateninCateninCatenin----SignalwegSignalwegSignalwegSignalweg    

Im Rahmen des Nachweises der Expression der 10 Fzds erfolgte auch eine Transkript-Analyse nach 
Wnt3a-Stimulation. Hierbei konnte klar eine Wnt-Abhängigkeit der mRNA-Expression von Fzd8 
beobachtet werden. Abb. E-20A zeigt die zeitabhängige Reduktion der mRNA-Expression von Fzd8, 
die am ersten Tag ihren Höhepunkt fand.  
Zudem konnte eine Induktion der mRNA-Expression von Fzd8 nach � -Catenin-Knockdown nach-
gewiesen werden (Abb. E-20B). 
 

    

    

    

    

    

    

    

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----20202020: : : : mRNAmRNAmRNAmRNA----ExpressionsprofilExpressionsprofilExpressionsprofilExpressionsprofil    von Fzd8von Fzd8von Fzd8von Fzd8    nachnachnachnach    StimulationStimulationStimulationStimulation    mit Wnt3amit Wnt3amit Wnt3amit Wnt3a    und Knockdown von und Knockdown von und Knockdown von und Knockdown von � ----CateninCateninCateninCatenin....    

Mittels qRT-PCR wurde das Fzd8-Transkriptniveau in mit Wnt3a stimulierten bzw. � -Catenin-siRNA-transfi-
zierten hMSC bestimmt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01. 
A) mRNA-Expressionsprofil von Fzd8 am Tag 1, 3 und 7 nach Stimulation mit Wnt3a (150 ng/ml) im Vergleich 

zu demjenigen in nicht-stimulierten Kontrollzellen. 
B) mRNA-Expression von Fzd8 am Tag 1 und 7 nach Transfektion der � -Catenin-siRNA im Vergleich zu 

derjenigen in nc-siRNA-transfizierten Kontrollzellen.  

E.2.1.2.2E.2.1.2.2E.2.1.2.2E.2.1.2.2 Einfluss des Fzd8Einfluss des Fzd8Einfluss des Fzd8Einfluss des Fzd8----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdownssss    auf Proliferation und Invasionauf Proliferation und Invasionauf Proliferation und Invasionauf Proliferation und Invasion    

Um die Funktion von Fzd8 in hMSC näher zu untersuchen, wurde die ausgewählte siRNA gegen 
Fzd8 in hMSC transfiziert. Die 24 Stunden später bestimmte Knockdown-Effizienz zeigte zunächst 
nur einen Wert von ca. 60 % (Abb. E-21), woraufhin eine zweite siRNA ausgewählt und getestet 
wurde, die allerdings ebenfalls nicht zu einem höherem Knockdown-Effekt auf mRNA-Ebene 
führte. Die gleichzeitige Transfektion beider siRNAs bewirkte hingegen eine markante Reduktion 
der Fzd8-mRNA-Expression von etwa 97 % (Abb. E-21).   
 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----21212121: : : : Reduktion der mRNAReduktion der mRNAReduktion der mRNAReduktion der mRNA----ExpresExpresExpresExpres----
sionsionsionsion    von Fzd8 durch Trvon Fzd8 durch Trvon Fzd8 durch Trvon Fzd8 durch Transfektion veransfektion veransfektion veransfektion ver----
schieschieschieschiedener Fzd8dener Fzd8dener Fzd8dener Fzd8----siRNAs.siRNAs.siRNAs.siRNAs.    

Durch qRT-PCR wurden die verschiedenen 
Knockdown-Effizienzen der verwendeten 
Fzd8-siRNAs einen Tag nach Transfektion 
ermittelt.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.  
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Nachdem durch Kotransfektion beider Fzd8-siRNAs eine hohe Knockdown-Effizienz erreicht 
worden war, wurden die Änderungen des hMSC-Phänotyps hinsichtlich ihrer Proliferations- und 
Invasionsfähigkeit untersucht.  
Diese Experimente zeigten, dass die Zellteilungsraten nach Knockdown von Fzd8 eindeutig 
vermindert waren (Abb. E-22A), wohingegen die Fähigkeit, hECM zu invadieren, leicht erhöht war 
(Abb. E-22B). 

 

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----22222222: : : : ProliferationProliferationProliferationProliferationssss----    und Invasionsvermögen von Fzd8und Invasionsvermögen von Fzd8und Invasionsvermögen von Fzd8und Invasionsvermögen von Fzd8----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown----Zellen.Zellen.Zellen.Zellen.    

Das Proliferations- und Invasionsverhalten von Fzd8-siRNA-transfizierten hMSC wurde entsprechend mit 
dem CyQuant-Proliferations-Assay bzw. dem Transwell-System evaluiert.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. **P<0,01.  
A) hMSC-Proliferation am siebten Tag nach  Fzd8-siRNA-Transfektion im Vergleich zu den nc-siRNA- 
    transfizierten Kontrollzellen.  
B) Die Untersuchung der Invasionsfähigkeit der Fzd8-Knockdown-Zellen wurde am Tag 5 nach Transfektion 

der entsprechenden siRNAs gestartet. Die Invasionsraten der Knockdown-Zellen am Tag 7 nach 
Transfektion sind in Relation zu denjenigen der nc-siRNA-transfizierten Kontrollzellen dargestellt.  

 
 

E.2.1.2.3E.2.1.2.3E.2.1.2.3E.2.1.2.3 Rolle von Fzd8 Rolle von Fzd8 Rolle von Fzd8 Rolle von Fzd8 für diefür diefür diefür die    Weiterleitung des Wnt3aWeiterleitung des Wnt3aWeiterleitung des Wnt3aWeiterleitung des Wnt3a----Signals Signals Signals Signals     

Um zu überprüfen, ob der durch Wnt3a-Stimulation transkriptionell beeinflusste Rezeptor Fzd8 
(Abb. E-20A) eine Rolle als Rezeptor für den Wnt3a-Liganden spielt, wurden hMSC mit Fzd8-siRNA 
transfiziert und sowohl am Tag 1 als auch 7 nach siRNA-Transfektion mit Wnt3a (150 ng/ml) 
stimuliert. Jeweils 24 Stunden später erfolgte die Transkriptquantifizierung.  

Die Transfektion der Fzd8-siRNA mit gleichzeitiger Wnt3a-Stimulation resultierte in einem dras-
tischen Rückgang des mRNA-Expressionsniveaus, das lediglich noch 7-% des Ausgangswertes 
betrug (Abb. E-23). Die Knockdown-Effizienzen auf mRNA-Ebene unterschieden sich am ersten und 
siebten Tag nach Transfektion nicht wesentlich, wohingegen der Einfluss der Wnt3a-Stimulation zu 
beiden Zeitpunkten unverändert erheblich war. Daraus ließ sich ableiten, dass die Wnt3a-vermit-
telte Reduktion der mRNA-Expression von Fzd8 unabhängig von der An- bzw. Abwesenheit von 
Fzd8 auf der Zelloberfläche zu sein scheint. Anderenfalls hätte die hier beschriebene Reduktion der 
Fzd8-mRNA-Expression am siebten Tag nach Transfektion der Fzd8-siRNA nicht mehr in gleichem 
Maße möglich sein sollen, da zu diesem Zeitpunkt zumindest von einer zumindest partiell redu-
zierten Oberflächenexpression von Fzd8 auszugehen ist, die experimentell durch die Transfektion 
induziert wurde.  
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Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----23232323: : : : Bestimmung der mRNABestimmung der mRNABestimmung der mRNABestimmung der mRNA----
Expression Expression Expression Expression von Fzd8 von Fzd8 von Fzd8 von Fzd8 nach Knockdown nach Knockdown nach Knockdown nach Knockdown 
und gleichzeitiger Wnt3aund gleichzeitiger Wnt3aund gleichzeitiger Wnt3aund gleichzeitiger Wnt3a----Stimulation.Stimulation.Stimulation.Stimulation.    

Mittels qRT-PCR erfolgte der Nachweis der 
mRNA-Kopien von Fzd8 einen und sieben 
Tage nach Transfektion der Fzd8-siRNA und 
einer 24-stündige Stimulation mit Wnt3a 
(150 ng/ml). Dargestellt sind die Expres-
sionslevel am Tag-1 und 7 jeweils in 
Relation zur nicht-stimulierten, mit nc-
siRNA-transfizierten Kontrollgruppe.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.  

 

 

 

Diese Aussage wurde zudem durch die mRNA-Quantifizierung des Wnt-Zielgens MT1-MMP 
bekräftigt, die für mit nc-siRNA bzw. Fzd8-siRNA transfizierten hMSC ein vergleichbares Muster 
ergab (Abb. E-24). Diese Daten implizieren darüber hinaus, dass An- oder Abwesenheit von Fzd8 
keinen Einfluss auf die durch Wnt3a vermittelte Expression des Wnt-Zielgens hat. Schließlich 
zeigen die Daten auch, dass die Reduktion des Fzd8-Expressionsniveaus nicht mit einer Vermin-
derung der MT1-MMP Expression einhergeht. 
. 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----24242424: : : : Transkriptquantifizierung von Transkriptquantifizierung von Transkriptquantifizierung von Transkriptquantifizierung von 
MT1MT1MT1MT1----MMP in MMP in MMP in MMP in mit mit mit mit ncncncnc----siRNA bzw. Fzd8siRNA bzw. Fzd8siRNA bzw. Fzd8siRNA bzw. Fzd8----
siRNA transfizierten hMSC mit und ohne siRNA transfizierten hMSC mit und ohne siRNA transfizierten hMSC mit und ohne siRNA transfizierten hMSC mit und ohne 
Wnt3a Stimulation.Wnt3a Stimulation.Wnt3a Stimulation.Wnt3a Stimulation.    

Mit Hilfe der qRT-PCR erfolgte die Bestim-
mung der mRNA-Expression von MT1-MMP 
am Tag 7 nach Fzd8-Knockdown, wobei die 
Stimulation mit Wnt3a (150 ng/ml) am 
sechsten Tag nach Transfektion für 24 Stun-
den durchgeführt wurde. Die Daten sind in 
Relation zur nicht-stimulierten mit nc-
siRNA transfizierten Kontrollgruppe darge-
stellt.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes.  *P<0,05 **P<0,01.  

 

 

In ähnlicher Weise deutet das nachfolgende Invasionsexperiment darauf hin, dass der Rezeptor 
Fzd8 nicht selbst als Interaktionspartner für den Liganden Wnt3a fungiert. Die Invasion durch 
hECM wurde wiederum im Transwell-System zwischen dem fünften und siebten Tag nach 
Transfektion der Fzd8-siRNA untersucht. Derartig modizierte hMSC wurden vergleichend mit nc-
siRNA transfizierten hMSC mit bzw. ohne Wnt3a-Stimulus evaluiert. Hierbei konnte die bereits 
bekannte Induktion der Invasionsfähigkeit von Wnt3a-stimulierten hMSC reproduziert werden, 
allerdings völlig unabhängig von der Anwesenheit oder des Knockdowns von Fzd8 (Abb. E-25).  
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Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----25252525: : : : Invasion von hMSC nach Invasion von hMSC nach Invasion von hMSC nach Invasion von hMSC nach 
Knockdown von Fzd8 und gleichzeitiger Knockdown von Fzd8 und gleichzeitiger Knockdown von Fzd8 und gleichzeitiger Knockdown von Fzd8 und gleichzeitiger 
Wnt3aWnt3aWnt3aWnt3a----Stimulation.Stimulation.Stimulation.Stimulation.    

Die für die Untersuchung der Invasion durch 
hECM im Transwell-System eingesetzten 
Zellen wurden fünf Tage zuvor mit Fzd8-
siRNA transfiziert und mit 150 ng/ml Wnt3a 
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. 

 
 

 

 
Um die bisher erhaltenen Resultate in einen größeren Kontext zu stellen und der Frage näher zu 
kommen, ob Fzd8 an der Weiterleitung des Wnt3a-Signals beteiligt ist, wurden noch Kotrans-
fektionsexperimente durchgeführt. Zu diesem Zweck wurde die siRNA gegen Fzd8 zusammen mit 
derjenigen gegen die Korezeptoren LRP5 oder LRP6 transfiziert. Sechs Tage später wurden derartig 
transfizierte Zellen 24 Stunden lang mit Wnt3a stimuliert und im Anschluss daran erfolgte eine 
Quantifizierung der Transkriptmengen des Wnt-Zielgens Cyclin D1 (Abb. E-26).  
Auch diese Daten deuten darauf hin, dass Fzd8 im Rezeptorkomplex, der für die Weiterleitung des 
Wnt3a-Signals entscheidend ist, keine Rolle zu spielen scheint. So war die Erhöhung der mRNA-
Expression von Cyclin D1 nach Wnt3a-Stimulation in den Kontrollzellen eindeutig zu beobachten, 
und die Induktion bei Kotransfektion mit der LRP6-siRNA ebenfalls noch klar feststellbar.  
Interessanterweise war bei Kotransfektion mit der LRP5-siRNA kein Anstieg der mRNA-Expression 
von Cyclin D1 feststellbar.  

 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----26262626: : : : Nachweis der mRNANachweis der mRNANachweis der mRNANachweis der mRNA----ExpresExpresExpresExpres----
sion sion sion sion von Cyclin D1 von Cyclin D1 von Cyclin D1 von Cyclin D1 in hMSC nach Transin hMSC nach Transin hMSC nach Transin hMSC nach Trans----
fektion der Fzd8fektion der Fzd8fektion der Fzd8fektion der Fzd8----siRNA in KombisiRNA in KombisiRNA in KombisiRNA in Kombination nation nation nation 
mit derjenigen gegen LRP5 oder LRP6mit derjenigen gegen LRP5 oder LRP6mit derjenigen gegen LRP5 oder LRP6mit derjenigen gegen LRP5 oder LRP6    
und gleichzeitiger Wnt3aund gleichzeitiger Wnt3aund gleichzeitiger Wnt3aund gleichzeitiger Wnt3a----StimuStimuStimuStimulation.lation.lation.lation.    

Mittels qRT-PCR erfolgte die Bestimmung 
der mRNA-Expression von Cyclin D1 in 
hMSC, die sieben Tage zuvor mit den ver-
schiedenen siRNAs transfiziert worden 
waren. Einen Tag vor Beendigung des Expe-
rimentes wurde mit 150 ng/ml Wnt3a 
stimuliert. Dargestellt sind alle Daten in 
Abhängigkeit von der mit nc-siRNA trans-
fizierten aber nicht stimulierten Kontroll-
gruppe (100 %).  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.  
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E.2.2E.2.2E.2.2E.2.2 Rolle Rolle Rolle Rolle vonvonvonvon    LRP6 und DkkLRP6 und DkkLRP6 und DkkLRP6 und Dkk----1 1 1 1     

Die im vorangegangenen Ergebnisteil beschriebene Untersuchung der Expression von Frizzled-
Rezeptoren in hMSC erweiterte bereits durchaus das Wissen über die mögliche Beteiligung 
einzelner Rezeptorkomponenten an der Wnt3a-Signalaufnahme an der Zelloberfläche. Um eine 
Aussage über weitere in diesem Prozess wichtige, aus der Literatur bekannte Rezeptoren treffen zu 
können, wurde nun die basale und Wnt3a-assoziierte Expression von LRP6 in hMSC detaillierter 
untersucht. Zudem wurden auch die Effekte einer verminderten LRP6-Expression nach Stimulation 
mit Dkk-1, einem natürlichen Antagonisten des Wnt/� -Catenin-Signalweges, evaluiert. 

E.2.2.1E.2.2.1E.2.2.1E.2.2.1 mRNAmRNAmRNAmRNA----    und Proteinexpression und Proteinexpression und Proteinexpression und Proteinexpression von LRP6von LRP6von LRP6von LRP6        

Zunächst konnte der Nachweis der Expression von LRP6 mittels semiquantitativer RT-PCR erbracht 
werden (Abb. E-27). 
 

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----27272727: : : : ExpressiExpressiExpressiExpression von LRP6 in hMSCon von LRP6 in hMSCon von LRP6 in hMSCon von LRP6 in hMSC----cDNA.cDNA.cDNA.cDNA.        

Das PCR-Produkt mit der Größe von 63 bp ist lediglich im Testansatz  
und nicht in der Negativkontrolle nachweisbar, in der H2O statt der  
jeweiligen cDNA eingesetzt wurde.  

 

 

 

 

 

 

Darüber hinaus erfolgte eine Quantifizierung der Transkriptmengen mittels qRT-PCR. Hierbei 
wurden cDNAs von Zellen eingesetzt, die über einen Zeitraum von drei Tagen mit 150 ng/ml Wnt3a 
stimuliert worden waren. Die Auswertung (Abb. E-28) ergab, dass die Basalexpression von LRP6 
durch Wnt3a deutlich induziert wird. 

    

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----28282828: : : : mRNAmRNAmRNAmRNA----Expressionsprofil von Expressionsprofil von Expressionsprofil von Expressionsprofil von 
LRP6 in hMSC mit LRP6 in hMSC mit LRP6 in hMSC mit LRP6 in hMSC mit und ohne Stimulation und ohne Stimulation und ohne Stimulation und ohne Stimulation 
mit Wnt3amit Wnt3amit Wnt3amit Wnt3a....    

hMSC wurden über einen Zeitraum von drei 
Tagen mit Wnt3a (150 ng/ml) stimuliert. 
Danach erfolgte mittels qRT-PCR die Quan-
tifizierung der Transkriptmengen von LRP6 
im Vergleich zu nicht stimulierten Kontroll-
zellen (100 %).  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05. 
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E.2.2.2E.2.2.2E.2.2.2E.2.2.2 Einfluss des Einfluss des Einfluss des Einfluss des LRP6LRP6LRP6LRP6----KKKKnockdnockdnockdnockdowns auf Proliferation und Invasiowns auf Proliferation und Invasiowns auf Proliferation und Invasiowns auf Proliferation und Invasionononon        

Zur Klärung der Rolle von LRP6 in hMSC, wurde eine LRP6-spezifische siRNA entworfen. Die 
Knockdown-Effizienz wurde wiederum mittels qRT-PCR überprüft (Abb. E-29). Die höchste Effi-
zienz konnte hierbei am ersten Tag nach Transfektion beobachtet werden und belief sich auf etwa 
65 %.  

 

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----29292929: : : : Nachweis des Nachweis des Nachweis des Nachweis des LRP6LRP6LRP6LRP6----KnockKnockKnockKnock----
downdowndowndownssss    in hMSC auf mRNAin hMSC auf mRNAin hMSC auf mRNAin hMSC auf mRNA----Ebene.Ebene.Ebene.Ebene.    

Dargestellt ist die jeweilige transkriptionelle 
Restexpression von LRP6 am ersten, dritten 
und siebten Tag nach Transfektion der LRP6-
siRNA im Vergleich zu nc-siRNA-trans-
fizierten Zellen.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01. 

 
 
 
 
 
Wie auch bei den anderen in dieser Arbeit beschriebenen siRNA-Transfektionsexperimenten 
erfolgte eine Überprüfung der Proliferation und der Invasionsfähigkeit der LRP6-Knockdown-
Zellen.  
Hierbei konnte im Vergleich zu den mit nc-siRNA transfizierten Kontrollzellen nach LRP6-siRNA-
Transfektion eine gesteigerte Proliferationsfähigkeit beobachtet werden (Abb. E-30A).  
In gleicher Weise war auch die Invasivität der LRP6-Knockdown-Zellen erhöht (Abb. E-30B) 

 
 

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----30303030: : : : ProliferationsProliferationsProliferationsProliferations----    und Invasionsvermögen von hMSC nach Knockdown von LRP6.und Invasionsvermögen von hMSC nach Knockdown von LRP6.und Invasionsvermögen von hMSC nach Knockdown von LRP6.und Invasionsvermögen von hMSC nach Knockdown von LRP6.    

Die Darstellung der Proliferations- bzw. Invasionsraten von LRP6-Knockdown-Zellen erfolgt im Verhältnis zur 
nc-siRNA-Transfektion. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 
A) Die Proliferation wurde mit Hilfe des CyQuant-Assays am Tag 3 und 7 analysiert.  
B) Die Invasionsfähigkeit wurde drei Tage nach Transfektion für einen Zeitraum von 48 Stunden im Transwell-

System untersucht.  
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E.2.2.3E.2.2.3E.2.2.3E.2.2.3 Einfluss von LRP6 auf die Expression Einfluss von LRP6 auf die Expression Einfluss von LRP6 auf die Expression Einfluss von LRP6 auf die Expression von Wntvon Wntvon Wntvon Wnt----Zielgenen Zielgenen Zielgenen Zielgenen und und und und                                                                                                                         
die Weiterleitung dedie Weiterleitung dedie Weiterleitung dedie Weiterleitung des s s s     Wnt3aWnt3aWnt3aWnt3a----SignalsSignalsSignalsSignals        

Auch im Falle des LRP6-Knockdowns wurde die mRNA-Expression der Wnt-Zielgene Cyclin D1 und 
MT1-MMP bestimmt. Entgegen den ursprünglichen Erwartungen zeigte sich hier allerdings eine 
Induktion und keine Reduktion der mRNA-Expressionslevel von Cyclin D1 und MT1-MMP, die 
unmittelbar 24 Stunden nach Transfektion auftrat und über einen Zeitraum von einer Woche 
anhielt (Abb. E-31). 

 

Abb. Abb. Abb. Abb. EEEE----31313131: : : : Veränderung der mRNAVeränderung der mRNAVeränderung der mRNAVeränderung der mRNA----
Expressionsprofile von Cyclin D1 uExpressionsprofile von Cyclin D1 uExpressionsprofile von Cyclin D1 uExpressionsprofile von Cyclin D1 und nd nd nd 
MT1MT1MT1MT1----MMP nach Knockdown von LRP6 in MMP nach Knockdown von LRP6 in MMP nach Knockdown von LRP6 in MMP nach Knockdown von LRP6 in 
hMSC. hMSC. hMSC. hMSC.     

Die Bestimmung des mRNA-Expressions-
verlaufs von Cyclin D1 und MT1-MMP 
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 
Transfektion der LRP6-siRNA verglichen.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.  

 
 

Im Folgenden wurde nun untersucht, ob die Induktion der Wnt-Zielgen-Expression mit Beteiligung 
von � -Catenin erfolgte. Dazu wurde ein Experiment durchgeführt, bei dem die Expression der 
Zielgene sieben Tage nach gemeinsamem Knockdown von � -Catenin und LRP6 in hMSC evaluiert 
wurde. Die erhobenen Daten wurden mit den Effekten verglichen, die der einzelne Knockdown von 
� -Catenin- bzw. LRP6 jeweils alleine hervorrief.  

Wie in Abb. E-32 zu sehen ist, zeigt der Vergleich mit den für dieses Experiment entscheidenden 
Kontrollen einerseits eine Induktion der Zielgene nach Knockdown von LRP6 und andererseits eine 
Expressionsreduktion nach Knockdown von � -Catenin. Betrachtet man allerdings die Expression 
der Wnt-Zielgene nach Kotransfektion beider siRNAs, war keine Induktion, sondern vielmehr noch 
eine weitere geringfügige Expressionsreduktion im Vergleich zu den Kontrollzellen zu beobachten.  

    

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----32323232: : : : Expression der WntExpression der WntExpression der WntExpression der Wnt----Zielgene Zielgene Zielgene Zielgene 
nach Knockdown von nach Knockdown von nach Knockdown von nach Knockdown von � ----Catenin und Catenin und Catenin und Catenin und 
LRP6, sowie nach Kotransfektion beider LRP6, sowie nach Kotransfektion beider LRP6, sowie nach Kotransfektion beider LRP6, sowie nach Kotransfektion beider 
siRNAs in hMSC.siRNAs in hMSC.siRNAs in hMSC.siRNAs in hMSC. 

Durch qRT-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-
siRNA sowie nach Kotransfektion beider 
siRNAs bestimmt. Die Ergebnisse wurden je-
weils auf die entsprechende nc-siRNA-
transfizierte Kontrolle normiert.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05. 
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Da die erzielten Resultate eine Beteiligung von � -Catenin an der Induktion der Wnt-Zielgene nach 
Knockdown von LRP6 nahelegte, wurde die Proteinmenge von � -Catenin nach Knockdown von 
LRP6 überprüft. Die Western Blot-Analyse zeigte hierbei eine deutliche Zunahme der � -Catenin-
Proteinmenge in LRP6-Knockdown-Zellen (Abb. E-33).  
 

    

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----33333333: : : : Western BlWestern BlWestern BlWestern Blooootttt----Nachweis der Nachweis der Nachweis der Nachweis der � ----CateninCateninCateninCatenin----ProteinProteinProteinProtein----
expression in hMSC nach Knockdown von LRPexpression in hMSC nach Knockdown von LRPexpression in hMSC nach Knockdown von LRPexpression in hMSC nach Knockdown von LRP6.6.6.6.    

Sieben Tage nach Transfektion der LRP6-siRNA erfolgte nach 
Lyse der Zellen die Detektion von � -Catenin in hMSC-Lysaten 
mittels Western Blot. Zum Nachweis der � -Catenin-Protein-
level (92 kDa) wurde ein spezifischer Antikörper verwendet.  
Als Auftragskontrolle diente � -Actin (42 kDa).  

 
 

Zur Klärung, ob die Anwesenheit von LRP6 wichtig für die Weiterleitung des von Wnt3a 
vermittelten Signals ist, wurden LRP6-Knockdown-Zellen hinsichtlich ihrer Fähigkeit untersucht, 
mit einer veränderten Zielgenexpression auf den Wnt3a-Stimulus zu reagieren. Zudem wurden 
auch LRP5-Knockdown-Zellen und hMSC, die einer Kotransfektion mit LRP5- und LRP6-siRNA 
unterzogen wurden, ebenfalls sechs Tage nach Transfektion mit 150 ng/ml Wnt3a behandelt und 
die mRNA-Expression von Cyclin D1 am Tag 7 analysiert.  
Im Vergleich zu den nc-Kontrollen, bei denen durch Wnt3a eine Induktion der mRNA-Expression 
von Cyclin D1 hervorgerufen wurde, war in den LRP5-Knockdown-Zellen nach Stimulation mit 
Wnt3a keine Erhöhung mehr zu beobachten (Abb. E-34). Im Falle der LRP6-Knockdown-Zellen war 
die Wnt3a-vermittelte Erhöhung der Cyclin D1-Transkriptmenge allerdings in ähnlichem Maße wie 
in den mit nc-siRNA transfizierten hMSC feststellbar. Eine weitere Zunahme war bei Kotransfektion 
der beiden siRNAs gegen LRP5 und LRP6 nicht mehr zu sehen (Abb. E-34).   
 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----34343434: : : : Cyclin D1Cyclin D1Cyclin D1Cyclin D1----Transkriptlevel nach Transkriptlevel nach Transkriptlevel nach Transkriptlevel nach 
Knockdown von LRP5 und LRP6 jeweils Knockdown von LRP5 und LRP6 jeweils Knockdown von LRP5 und LRP6 jeweils Knockdown von LRP5 und LRP6 jeweils 
alleine und in einem gemeinsamen Analleine und in einem gemeinsamen Analleine und in einem gemeinsamen Analleine und in einem gemeinsamen An----
satz satz satz satz ohne und ohne und ohne und ohne und mit Wnt3amit Wnt3amit Wnt3amit Wnt3a----Stimulation.Stimulation.Stimulation.Stimulation.    

Durch qRT-PCR wurde die Cyclin D1-mRNA-
Expression in den verschiedenen Ansätzen 
sieben Tage nach Transfektion bestimmt. Der 
Wnt3a-Stimulus (150 ng/ml) erfolgte für die 
Dauer von 24 Stunden am sechsten Tag 
nach Transfektion. Dargestellt sind die 
Expressionslevel von Cyclin D1 in jedem Set 
jeweils in Relation zur nicht-stimulierten 
Kontrolle.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. **P<0,01. 
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E.2.2.4E.2.2.4E.2.2.4E.2.2.4 Regulation der Expression von DkkRegulation der Expression von DkkRegulation der Expression von DkkRegulation der Expression von Dkk----1111    

Neben Faktoren, die den Wnt/� -Catenin-Signalweg aktivieren können, existieren auch Antago-
nisten, welche sich inhibitorisch auf die Signaltransduktion auswirken. Letztere können in zwei 
Gruppen unterteilt werden, von denen die einen an die Liganden binden und die anderen, wie 
Dkk-1, die Rezeptoren blockieren. In unserem Projekt haben wir uns auf die Expression und Funk-
tion von Dkk-1 in hMSC konzentriert. 

Mittels qRT-PCR konnte zunächst eine deutliche Basalexpression von Dkk-1 in hMSC auf mRNA-
Ebene nachgewiesen werden. Darüber hinaus wurde die in der Literatur beschriebene Wnt-
abhängige Regulation der Dkk-1-Expression überprüft. Dazu wurden sowohl cDNAs von hMSC 
verwendet, die mit 150 ng/ml Wnt3a stimuliert worden waren, als auch solche aus mit LRP6- bzw. 
� -Catenin-siRNA transfizierten hMSC.  
Wie in Abb. E-35A dargestellt konnte eine gesteigerte Expression von Dkk-1 nach Stimulation mit 
Wnt3a beobachtet werden.  
Eine vergleichbare Erhöhung zeigte sich auch nach LRP6-Knockdown, während die Dkk-1-Expres-
sion nach Knockdown von � -Catenin tendenziell reduziert war (Abb. E-35B).  

 

    

    

    

    

    

    

    

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----35353535: : : : DkkDkkDkkDkk----1111----Transkripte nach Wnt3aTranskripte nach Wnt3aTranskripte nach Wnt3aTranskripte nach Wnt3a----Stimulation sowie LRP6Stimulation sowie LRP6Stimulation sowie LRP6Stimulation sowie LRP6----    und und und und � ----CateninCateninCateninCatenin----Knockdown. Knockdown. Knockdown. Knockdown.     

Mittels qRT-PCR wurde die mRNA-Expression von Dkk-1 in Wnt3a-stimulierten und Knockdown-Zellen er-
mittelt. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.  
A) Bestimmung der Dkk-1-Transkriptmengen drei und sieben Tage nach Stimulation mit 150 ng/ml Wnt3a. 

Prozentual dargestellt ist die Dkk-1-Expression jeweils in Relation zur nicht stimulierten Kontrolle.  
B) Sieben Tage nach Transfektion der LRP6- bzw. � -Catenin-siRNA erfolgte die Bestimmung der Dkk-1 

Transkriptmengen in Relation zur jeweiligen nc-siRNA-transfizierten Kontrollgruppe.  

E.2.2.5E.2.2.5E.2.2.5E.2.2.5 Einfluss der Einfluss der Einfluss der Einfluss der Stimulation mit Stimulation mit Stimulation mit Stimulation mit DkkDkkDkkDkk----1 auf Parameter der 1 auf Parameter der 1 auf Parameter der 1 auf Parameter der WntWntWntWnt----SignalwegSignalwegSignalwegSignalwegssss----AktivierungAktivierungAktivierungAktivierung    

Um den Einfluss von exogen zugegebenem Dkk-1 auf den Wnt/� -Catenin-Signalweg zu untersu-
chen, wurden hMSC mit steigenden Mengen an rekombinantem Dkk-1 stimuliert und die Bestim-
mung der Wnt-Zielgen-Expression als Maß für die Wnt-Signalwegs-Aktivierung herangezogen.  
Abb. E-36 zeigt einen deutlichen transkriptionellen Effekt von Dkk-1 auf das Zielgen MT1-MMP. 
Demnach konnte mit 100 – 150 ng/ml Dkk-1 nach einer 24-stündigen Inkubationszeit eine 
verminderte Expression beobachtet werden (Abb. E-36A), die sich allerdings nach einer 
einwöchigen Inkubationszeit eher in eine Steigerung der mRNA-Expression von MT1-MMP 
veränderte (Abb. E-36B). Die Expression von Cyclin D1 war zu keinem Messzeitpunkt merklich 
verändert. 
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Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----36363636: : : : WntWntWntWnt----ZielgenZielgenZielgenZielgen----Expression nach Expression nach Expression nach Expression nach SSSStimulation von hMSC mit Dkktimulation von hMSC mit Dkktimulation von hMSC mit Dkktimulation von hMSC mit Dkk----1111....    

hMSC wurden einen bzw. sieben Tage mit Dkk-1 (0 – 150 ng/ml) stimuliert und die mRNA-Expression von 
Cyclin D1 und MT1-MMP mittels qRT-PCR analysiert. Normiert wurde auf nicht-stimulierte Kontrollzellen. 
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.  
A) Cyclin D1- und MT1-MMP-Transkripte am Tag 1 nach Beginn der  Dkk-1-Stimulation.  
B) Cyclin D1- und MT1-MMP-Transkripte am Tag 7 nach Beginn der  Dkk-1-Stimulation. 

 
Darüber hinaus wurden auch die Proliferations- und Invasionsfähigkeit der Zellen nach sieben-
tägiger Stimulation mit Dkk-1 untersucht. Hierbei konnte sowohl eine leichte Reduktion der Pro-
liferations- (Abb. E-37A) als auch der Invasionsfähigkeit (Abb. E-37B) beobachtet werden, die beide 
von der Dkk-1-Dosis abhängig waren. Interessanterweise zeigte sich bei diesen Untersuchungen 
eine Aufhebung des genannten Effektes bei höheren Dkk-1-Konzentrationen. 

 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----37373737: : : : Proliferation und InvasionProliferation und InvasionProliferation und InvasionProliferation und Invasionsfähigkeisfähigkeisfähigkeisfähigkeitttt    von hMSC unter von hMSC unter von hMSC unter von hMSC unter Stimulation mit DkkStimulation mit DkkStimulation mit DkkStimulation mit Dkk----1111....    

Das Proliferations- und Invasionsverhalten von mit Dkk-1 stimulierten hMSC wurde entsprechend mit dem 
CyQuant-Proliferations-Assay bzw. dem Transwell-System evaluiert.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05. 
A) Prozentual dargestellt sind die Effekte der siebentägigen Behandlung von hMSC mit steigenden Dkk-1-

Mengen (0, 50, 150 und 300 ng/ml) im Vergleich zu nicht-stimulierten Kontrollzellen.  
B) Steigende Mengen Dkk-1 (50 – 300 ng/ml) wurden eingesetzt, um die Invasionsfähigkeit über einen 

Zeitraum von 48 Stunden zu untersuchen. Normierung erfolgte über nicht stimulierte Kontrollzellen. 
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E.2.2.6E.2.2.6E.2.2.6E.2.2.6 EinflussEinflussEinflussEinfluss    derderderder    Stimulation mit DkkStimulation mit DkkStimulation mit DkkStimulation mit Dkk----1111    auf die Wntauf die Wntauf die Wntauf die Wnt----ZielgenZielgenZielgenZielgen----Expression bei Expression bei Expression bei Expression bei 
gleichzeitigem Knockdown von gleichzeitigem Knockdown von gleichzeitigem Knockdown von gleichzeitigem Knockdown von LRP6LRP6LRP6LRP6    

Mit dem Ziel, herauszufinden, ob die beobachteten Effekte nach Stimulation mit Dkk-1 auf einer 
Bindung von Dkk-1 an LRP6 beruhen, wurden LRP6-Knockdown-Zellen mit einem neutrali-
sierenden Antikörper gegen Dkk-1 inkubiert und anschließend die Expression der Wnt-Zielgene 
Cyclin D1 und MT1-MMP gemessen.  

Wie in Abb. E-38 dargestellt, ergab sich durch Neutralisation des endogen exprimierten und in den 
Zellkulturüberstand sezernierten Dkk-1 mittels anti-Dkk-1 eine deutliche Induktion der Expression 
von beiden Wnt-Zielgenen. Darüber hinaus konnte die durch Knockdown von LRP6 induzierte 
Expression von Cyclin D1 und MT1-MMP durch Zugabe des Dkk-1-neutralisierenden Antikörpers 
sogar noch verstärkt werden (Abb. E-38). Diese Potenzierung weist klar auf eine essentielle Rolle 
von LRP6 für die Bindung von Dkk-1 hin. 
    

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----38383838: : : : Bestimmung der WntBestimmung der WntBestimmung der WntBestimmung der Wnt----ZielgenZielgenZielgenZielgen----
expression nach Knockdown von LRP6 expression nach Knockdown von LRP6 expression nach Knockdown von LRP6 expression nach Knockdown von LRP6 
und gleichzeitiger und gleichzeitiger und gleichzeitiger und gleichzeitiger InkubationInkubationInkubationInkubation    mit antimit antimit antimit anti----
DkkDkkDkkDkk----1.1.1.1.    

Mit Hilfe der qRT-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 währende 
Inkubation mit dem neutralisierenden anti-
Dkk-1-Antikörper (1,25 µg/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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E.3E.3E.3E.3 WntWntWntWnt////� ----CateninCateninCateninCatenin----SignaltransduktionswegSignaltransduktionswegSignaltransduktionswegSignaltransduktionsweg    in mMSCin mMSCin mMSCin mMSC    
Ein Großteil der in humanen mesenchymalen Stammzellen durchgeführten Experimente zur 
Untersuchung des Wnt/� -Catenin-Signalweges wurde im gleichen Zelltyp murinen Ursprungs 
wiederholt. Diese Experimente sollen der Vorbereitung von in vivo-Studien in der Maus dienen, die 
zur Überprüfung der erhaltenen in vitro-Daten in naher Zukunft geplant sind. Bei der Evaluierung 
des Wnt/� -Catenin-Signalweges in mMSC wurde deshalb die Signaltransduktionskaskade nach 
gleichem Schema wie in hMSC zum einen aktiviert und zum anderen inhibiert.  

E.3.1E.3.1E.3.1E.3.1 AktivierungsstudienAktivierungsstudienAktivierungsstudienAktivierungsstudien    mittels Wnt3a und LiClmittels Wnt3a und LiClmittels Wnt3a und LiClmittels Wnt3a und LiCl    

E.3.1.1E.3.1.1E.3.1.1E.3.1.1 EinflussEinflussEinflussEinfluss    auf auf auf auf � ----CateninCateninCateninCatenin    sowie auf Cyclin D1 und MT1sowie auf Cyclin D1 und MT1sowie auf Cyclin D1 und MT1sowie auf Cyclin D1 und MT1----MMPMMPMMPMMP        

Zur Aktivierung des Wnt-Signalweges wurden mMSC mit verschiedenen Mengen an rekombi-
namtem Wnt3a stimuliert und im Anschluss daran die Proteinmengen von � -Catenin untersucht. 
Die Akkumulation des � -Catenin-Proteins im Cytoplasma wurde mit Hilfe eines Immunoblots mit 
Zelllysaten vom vierten Tag nach Beginn der Wnt3a-Stimulation nachgewiesen (Abb. E-39). 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----39393939: : : : Nachweis der Induktion von Nachweis der Induktion von Nachweis der Induktion von Nachweis der Induktion von � ----Catenin nCatenin nCatenin nCatenin nach Stimulation ach Stimulation ach Stimulation ach Stimulation 
mit mit mit mit Wnt3a.Wnt3a.Wnt3a.Wnt3a.    

Die Effekte einer viertägigen Stimulation von mMSC mit 50 ng/ml 
Wnt3a auf den � -Catenin-Proteingehalt wurden mittels semiquantita-
tiver Western Blot-Analyse untersucht.  
Als Auftragskontrolle diente � -Actin (42 kDa). 

 

Ferner wurden die mRNA-Expressionsniveaus der Wnt-Zielgene Cyclin D1 und MT1-MMP evaluiert. 
Hierbei konnte sowohl am Tag 1 als auch vermehrt am Tag 3 eine dosisabhängige Induktion der 
mRNA-Expression von Cyclin D1 infolge der Wnt3a-Stimulation beobachtet werden. Interessanter-
weise war bei einer Konzentration von 75 ng/ml Wnt3a kein Unterschied zu unstimulierten Kon-
trollzellen erkennbar (Abb. E-40A).  
Die mRNA-Expression von MT1-MMP blieb dagegen unabhängig von der eingesetzten Wnt3a-
Menge weitgehend unverändert (Abb. E-40B).   
    

    

    

    

    

    

    

    

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----40404040: : : : mRNAmRNAmRNAmRNA----Expressionsprofil Expressionsprofil Expressionsprofil Expressionsprofil von von von von     Cyclin D1 und MT1Cyclin D1 und MT1Cyclin D1 und MT1Cyclin D1 und MT1----MMP MMP MMP MMP nach Stimulation mit Wnt3a.nach Stimulation mit Wnt3a.nach Stimulation mit Wnt3a.nach Stimulation mit Wnt3a.    

hMSC wurden einen bzw. drei Tage mit Wnt3a (25, 50, 75 ng/ml) stimuliert und die mRNA-Expression von 
Cyclin D1 und MT1-MMP mittels qRT-PCR bestimmt. Normiert wurde auf nicht-stimulierte Kontrollzellen. 
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05 **P<0,01. 
A) Cyclin D1-Transkripte am Tag 1 und 3 nach Beginn der Wnt3a-Stimulation. 
B) MT1-MMP-Transkripte am Tag 1 und 3 nach Beginn der Wnt3a-Stimulation 
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Die dreitägige Stimulation der Zellen mit LiCl (2, 10 mM) bewirkte eine leichte Erhöhung der Cyclin 
D1-Transkripte (Abb. E-41A), während die MT1-MMP-Transkripte unverändert blieben (Abb. E-41B).  
 

    

    

    

    

    

    

Abb. Abb. Abb. Abb. EEEE----41414141: : : : mRmRmRmRNANANANA----Expression von Cyclin D1 und MT1Expression von Cyclin D1 und MT1Expression von Cyclin D1 und MT1Expression von Cyclin D1 und MT1----MMP MMP MMP MMP nach Behandlung mit LiCl.nach Behandlung mit LiCl.nach Behandlung mit LiCl.nach Behandlung mit LiCl.    

mMSC wurden 3 Tage mit LiCl (2, 4, 10 mM) stimuliert und die mRNA-Expressionslevel von Cyclin D1 und 
MT1-MMP mittels qRT-PCR untersucht. Als Kontrollen dienten mit den jeweiligen NaCl-Konzentrationen 
behandelte mMSC (100 %). Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes.  
A) mRNA-Expressionsmuster von Cyclin D1.  
B) mRNA-Expressionsmuster von MT1-MMP. 

E.3.1.2E.3.1.2E.3.1.2E.3.1.2 Einfluss auf Einfluss auf Einfluss auf Einfluss auf dasdasdasdas    ProliferationProliferationProliferationProliferationsverhaltensverhaltensverhaltensverhalten    

Zur Untersuchung der mMSC Proliferation nach Wnt/� -Catenin-Signalweg-Aktivierung wurden 
mMSC mit steigenden Mengen an Wnt3a bzw. LiCl stimuliert und vier Tage später das Wachstums-
verhalten analysiert. Hierbei zeigte sich eine dosisabhängige Steigerung der Zellproliferation bis zu 
einer Wnt3a-Konzentration von 40 ng/ml. Höhere Konzentrationen hingegen bewirkten keinen 
weiteren proliferationsfördernden Effekt (Abb. E-42A).  
Die Stimulation mit bis zu 10 mM LiCl hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Zellteilungsrate, 
während höhere Mengen (40 mM) die Proliferation von mMSC sehr deutlich verminderten (Abb. E-
42B). 
 

    

    

    

    

    

    

    

    

    

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----42424242: : : : ProliferationsvermögenProliferationsvermögenProliferationsvermögenProliferationsvermögen    nach Stimulation nach Stimulation nach Stimulation nach Stimulation mitmitmitmit    Wnt3aWnt3aWnt3aWnt3a    und LiClund LiClund LiClund LiCl....    

Die Proliferation von mMSC wurde vier Tage nach Beginn der Stimulation mit Wnt3a und LiCl analysiert und 
mit derjenigen unstimulierter bzw. NaCl-stimulierter Kontrollzellen verglichen.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. **P<0,01. 
A) Proliferationsverhalten von mMSC in Abhängigkeit von steigenden Wnt3a-Konzentrationen (0-250 ng/ml).  
B) Proliferationsverhalten von mMSC in Abhängigkeit von steigenden LiCl-Konzentrationen (0,1-40 mM). 
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E.3.1.3E.3.1.3E.3.1.3E.3.1.3 Einfluss auf das InvasionsverhaltenEinfluss auf das InvasionsverhaltenEinfluss auf das InvasionsverhaltenEinfluss auf das Invasionsverhalten    

Für diese Experimente wurde der durchwegs aus humanen Komponenten bestehende Transwell-
Assay (D.2.3.9) zur Untersuchung der Invasionsfähigkeit humaner mesenchymaler Stammzellen an 
die Verwendung von Mauszellen angepasst. Dementsprechend wurden mit Matrigel beschichtete 
Membranen und Mausserum als Chemotaxin eingesetzt.  

Bei Zugabe von Wnt3a ließ sich keine erhöhte Invasivität der mMSC beobachten, vielmehr war mit 
steigenden Wnt3a-Konzentrationen bis zu 100 ng/ml ein abnehmendes Invasionsvermögen zu 
verzeichnen (Abb. E-43A).  

Eine ähnliche Tendenz zeigte sich bei LiCl-Konzentrationen von 4 mM und 10 mM. Auch hier 
führte die Aktivierung des Wnt-Signalweges zu einer verminderten Invasivität (Abb. E-43B). 

 

 
Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----43434343: : : : Invasivität nach Invasivität nach Invasivität nach Invasivität nach Stimulation mitStimulation mitStimulation mitStimulation mit    Wnt3aWnt3aWnt3aWnt3a    bzw. LiClbzw. LiClbzw. LiClbzw. LiCl....    

Die Invasionsfähigkeit von mMSC durch Matrigel wurde mit Hilfe eines Transwell-Systems über einen 
Zeitraum  von 6-Stunden untersucht. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.  
A) Invasivität nach Stimulation mit Wnt3a (0 – 150 ng/ml) im Vergleich zu nicht-behandelten Kontrollzellen.  
B) Invasivität nach Stimulation mit LiCl (0,1 – 10 mM) im Vergleich zu NaCl-behandelten Kontrollzellen. 
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E.3.2E.3.2E.3.2E.3.2 InhibitionsstudienInhibitionsstudienInhibitionsstudienInhibitionsstudien    

Aufgrund der erfolgreichen Strategie, den Wnt/� -Catenin-Signalweg in humanen MSC mittels 
RNAi gegen � -Catenin und LRP5 zu blockieren, wurde diese Vorgehensweise auch auf mMSC über-
tragen.  

E.3.2.1E.3.2.1E.3.2.1E.3.2.1 Knockdown vonKnockdown vonKnockdown vonKnockdown von    � ----Catenin und LRP5 Catenin und LRP5 Catenin und LRP5 Catenin und LRP5     

Zunächst wurden die siRNA-Sequenzen für die Mausgene nach gleichem Schema wie für die 
humanen Zielgene ermittelt (Reynolds et al., 2004) und auf ihre Effizienz getestet. Dafür wurden 
die siRNAs gegen � -Catenin bzw. LRP5 in mMSC transfiziert und 24 Stunden später die � -Catenin- 
bzw. LRP5-Transkriptmengen untersucht und in Relation zu den jeweiligen Kontrollen gesetzt. 
Während der � -Catenin-Knockdown am Tag 1 62-% und nach vier Tagen nur noch 35 % betrug, 
wurde im Falle des LRP5-Knockdowns eine deutlich höhere Effizienz beobachtet (86 % am Tag 1 
und 65 % am Tag 4) (Abb. E-44). 
 
 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----44444444: : : : KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    von von von von � ----Catenin Catenin Catenin Catenin 
und LRP5 in mMSC. und LRP5 in mMSC. und LRP5 in mMSC. und LRP5 in mMSC.     

Die Bestätigung des � -Catenin- und LRP5-
Knockdowns erfolgte über 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, der bei humanen mesenchymalen Stammzellen vor 
allem im Fall von � -Catenin erreicht wurde, im murinen Zelltyp deutlich kürzer ausgeprägt. Den-
noch konnte die Reduktion der mRNA-Transkriptmengen von � -Catenin mit einer Verzögerung von 
vier Tagen auch auf Proteinebene bestätigt werden (Abb. E-45). 
 
    

      Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----45454545: : : : KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    von von von von � -Catenin auf Proteinebene.Catenin auf Proteinebene.Catenin auf Proteinebene.Catenin auf Proteinebene.    

Die Reduktion des � -Catenin-Proteinlevels in mMSC konnte am Tag 4 
nach Transfektion der � -Catenin-siRNA über Western Blot-Analyse 
gezeigt werden. Als Proteinauftragskontrolle diente � -Actin (42 kDa). 
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E.3.2.1.1E.3.2.1.1E.3.2.1.1E.3.2.1.1 Einfluss auf Cyclin D1 und MT1Einfluss auf Cyclin D1 und MT1Einfluss auf Cyclin D1 und MT1Einfluss auf Cyclin D1 und MT1----MMPMMPMMPMMP    

Der Einfluss des Knockdowns von � -Catenin (Abb. E-46A) und LRP5 (Abb. E-46B) auf Cyclin-D1 und 
MT1-MMP wurde ebenfalls über die Bestimmung der Transkriptmengen dieser Gene untersucht. In 
beiden Fällen konnte eine Reduktion der Cyclin D1-mRNA-Expression beobachtet werden, wohin-
gegen die MT1-MMP-Expression weitgehend unverändert blieb. 
   

    

    

    

    

    

    

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----46464646: : : : WntWntWntWnt----ZielgenZielgenZielgenZielgen----Expression Expression Expression Expression nach nach nach nach KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    vonvonvonvon � ----Catenin und LRP5Catenin und LRP5Catenin und LRP5Catenin und LRP5....    

Die Cyclin D1- bzw. MT1-MMP-Transkripte wurden am Tag 1 und 4 nach Transfektion der � -Catenin- bzw. 
LRP5-siRNA mittels qRT-PCR bestimmt und mit derjenigen in mit nc-siRNA transfizierten mMSC verglichen.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05.  
A) mRNA-Expression von Cyclin D1 und MT1-MMP nach Knockdown von � -Catenin. 
B) mRNA-Expression von Cyclin D1 und MT1-MMP nach Knockdown von LRP5.  

E.3.2.1.2E.3.2.1.2E.3.2.1.2E.3.2.1.2 Einfluss Einfluss Einfluss Einfluss auf auf auf auf dasdasdasdas    ProliferationProliferationProliferationProliferationssss----    und Invasionund Invasionund Invasionund Invasionsverhaltensverhaltensverhaltensverhalten    

Der Knockdown von � -Catenin und LRP5 zeigte unterschiedliche Effekte sowohl auf das Wachstum 
der Zellen, als auch auf ihre Invasivität. So führte der LRP5-Knockdown zu einer verminderten Zell-
teilungsrate, während der � -Catenin-Knockdown keinen merklichen Effekt zeigte (Abb. E-47A).  
Entgegen den Erwartungen wurde nach Knockdown von � -Catenin eine zunehmende Invasivität 
der mMSC beobachtet (Abb. E-47B). Der LRP5-Knockdown ließ hingegen keinen derartigen Effekt 
auf die Invasion erkennen. In keinem der beiden Fälle ergab sich ein statistisch signifikanter 
Unterschied zwischen Test- und Kontrollgruppe. 
 

    

    

    

    

    

    

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----47474747: : : : Proliferation und InvasionProliferation und InvasionProliferation und InvasionProliferation und Invasionsvermögensvermögensvermögensvermögen    von von von von � ----CateninCateninCateninCatenin----    bzw.bzw.bzw.bzw.    LRP5LRP5LRP5LRP5----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown----ZellenZellenZellenZellen....    

Das Proliferations- und Invasionsverhalten von mit � -Catenin- und LRP5-siRNA transfizierten mMSC wurde 
mittels des CyQuant-Proliferations-Assays bzw. des Transwell-Systems analysiert. Normiert wurde auf die mit 
nc-siRNA transfizierte Kontrollgruppe. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05. 
A) Proliferation vier Tage nach siRNA-Transfektion. 
B) Invasivität (gemessen für die Dauer von 6 Stunden) zwei Tage nach siRNA-Transfektion.  
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E.3.2.2E.3.2.2E.3.2.2E.3.2.2 Knockdown von Cyclin D1: Einfluss auf die Knockdown von Cyclin D1: Einfluss auf die Knockdown von Cyclin D1: Einfluss auf die Knockdown von Cyclin D1: Einfluss auf die Proliferation Proliferation Proliferation Proliferation     

Da die Stimulation von mMSC sowohl mit Wnt3a als auch mit LiCl lediglich zu einer Induktion der 
Cyclin D1-Transkriptlevel führte, während die MT1-MMP-Expression unverändert blieb, wurde zur 
Klärung der Rolle von Cyclin D1 die Expression dieses Zellzyklusproteins blockiert. Dazu wurde eine 
spezifische siRNA gegen Cyclin D1 ausgewählt und in mMSC transfiziert, wobei sich eine Knock-
down-Effizienz von 82 % ergab (Abb. E-48).  

    

 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----48484848: : : : Nachweis des Cyclin D1Nachweis des Cyclin D1Nachweis des Cyclin D1Nachweis des Cyclin D1----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdownssss        
in mMSC.in mMSC.in mMSC.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 eines Triplikat-
Ansatzes.*P<0,05 
 
 
 

 

 

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, ob Cyclin D1 an der durch Wnt3a-vermittelten gestei-
gerten Zellteilungsrate (Abb. 42A) der mMSC beteiligt war. So wurden drei Tage nach Transfektion 
der Cyclin D1-siRNA die Zellen mit 50 ng/ml Wnt3a stimuliert, während die Kontrollzellen unbe-
handelt blieben. 48 Stunden später wurden die Zellen lysiert und die Proliferation der Zellen ana-
lysiert. Abb. E-49 zeigt deutlich, dass der Knockdown von Cyclin D1 das Wachstumsvermögen der 
mit Cyclin D1-siRNAtransfizierten Zellen einschränkt und die Wachstumsinduktion - die für ge-
wöhnlich nach Stimulation mit Wnt3a beobachtet werden kann - nicht mehr in gleichem Maße 
erfolgt.  
 

    

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----49494949: : : : Proliferationsverhalten von Proliferationsverhalten von Proliferationsverhalten von Proliferationsverhalten von 
mMSC nach Knockdown von Cyclin D1 mMSC nach Knockdown von Cyclin D1 mMSC nach Knockdown von Cyclin D1 mMSC nach Knockdown von Cyclin D1 
und Stimund Stimund Stimund Stimulation mit Wnt3aulation mit Wnt3aulation mit Wnt3aulation mit Wnt3a....    

Mittels des CyQuant-Assays wurde die 
Proliferation von mMSC fünf 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 über 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.3.2.3E.3.2.3E.3.2.3E.3.2.3 Knockdown von MT1Knockdown von MT1Knockdown von MT1Knockdown von MT1----MMP: Einfluss auf das InvasionsverhaltenMMP: Einfluss auf das InvasionsverhaltenMMP: Einfluss auf das InvasionsverhaltenMMP: Einfluss auf das Invasionsverhalten    

Um zu klären, ob es einen Zusammenhang zwischen der verminderten Invasionsfähigkeit von 
mMSC und der reduzierten MT1-MMP-mRNA-Expression nach Stimulation mit Wnt3a gibt, wurde 
die Expression von MT1-MMP in einem RNAi-basierten Ansatz blockiert.  

Die Transfektion mit der MT1-MMP-spezifischen siRNA ergab eine um 76 % verminderte mRNA-
Expression von MT1-MMP (Abb. E-50A).  

Auch auf Proteinebene wirkte sich der Knockdown aus und resultierte nach zwei Tagen in einer 
deutlich verminderten Proteinexpression von MT1-MMP (Abb. E-50B).  
 

    

    

    

    

    

    

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----50505050: Nachweis des MT1: Nachweis des MT1: Nachweis des MT1: Nachweis des MT1----MMPMMPMMPMMP----Knockdowns auf mRNAKnockdowns auf mRNAKnockdowns auf mRNAKnockdowns auf mRNA----    und Proteinebene.und Proteinebene.und Proteinebene.und Proteinebene.    

Der Knockdown von MT1-MMP wurde auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR sowie auf Proteinebene mittels 
Western Blot-Analyse nachgewiesen. Als Kontrolle dienten mit nc-siRNA transfizierte mMSC. 
A) Knockdown-Effizienz der MT1-MMP-siRNA am Tag 1 nach Transfektion. 
    Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes.*P<0,05 
B) Immunoblot des murinen MT1-MMP-Proteins (66 kDa) 2 Tage nach Transfektion.  
    Als Proteinauftragskontrolle diente � -Actin (42 kDa). 
 
 

Um die Bedeutung von MT1-MMP für die Invasionsfähigkeit von mMSC zu untersuchen, wurden 
MT1-MMP-Knockdown-Zellen im Transwell-System getestet, wobei sich eine signifikant vermin-
derte Invasionsfähigkeit zeigte (Abb. E-51). 
 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----51515151: Invasionsfähigkeit von: Invasionsfähigkeit von: Invasionsfähigkeit von: Invasionsfähigkeit von    mMSC mMSC mMSC mMSC 
mit MT1mit MT1mit MT1mit MT1----MMPMMPMMPMMP----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown....    

Mit Hilfe des Transwell-Systems wurde die 
Invasionsfähigkeit von mMSC zwei Tage 
nach Transfektion der MT1-MMP-siRNA für 
die Dauer von 6 Stunden getestet.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes.*P<0,05 
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E.3.3E.3.3E.3.3E.3.3 FrizzledFrizzledFrizzledFrizzled----RezeptorRezeptorRezeptorRezeptor----Expression in mMSCExpression in mMSCExpression in mMSCExpression in mMSC    

Analog zu den Untersuchungen in hMSC erfolgte - im Sinne einer weiteren Vergleichsmöglichkeit - 
die Analyse der Fzd-Expression auch in mMSC.  

Die in Abb. B-52 dargestellten Daten zeigen die Auftrennung der PCR-Produkte im DNA-Agarose-
gel mit entsprechender Positivkontrolle im Fall von Fzd1, 2, 3, 4, 5, 6 und 10. Hierbei handelte es 
sich um Plasmide, welche die jeweiligen Fzd-Sequenzen tragen und unter gleichen Bedingungen in 
die PCR eingesetzt wurden. Für die Detektion von Fzd7, 8, 9 und 10 wurde das UPL-Sonden-System 
der Firma Roche verwendet. Auch diese PCR-Amplifikate wurden auf ein Agarosegel aufgetragen 
und elektrophoretisch aufgetrennt. Eine Aussage über die Expression von Fzd10 kann nur bedingt 
getroffen werden, da neben dem spezifischen auch ein unspezifisches Signal detektiert wurde.  

Alle anderen Rezeptoren wurden mittels semiquantitativer RT-PCR nachgewiesen, wenn auch mit 
unterschiedlichen Expressionsniveaus. So war vor allen Dingen die Expression von Fzd1, 2 und Fzd6 
im Vergleich zu den anderen deutlich höher. 
 

  

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----52525252: : : : Nachweis der Expression von Fzd1Nachweis der Expression von Fzd1Nachweis der Expression von Fzd1Nachweis der Expression von Fzd1----10 10 10 10 in mMSCin mMSCin mMSCin mMSC....    

Der qualitative Nachweis der Fzd-Expression in mMSC erfolgte mittels RT-PCR. Hierzu wurde Gesamt-RNA 
von mMSC revers transkribiert und die Expression von Fzd1-10 untersucht. Die PCR-Produkte wurden mittels 
Agarosegel-Elektrophorese visualisiert.  
Im Falle von Fzd1, 2, 3, 4, 5, 6 und Fzd10 konnte eine vektorielle Positivkontrolle (Pos) in die PCR eingesetzt 
werden. Dies war bei Fzd7, 8 und 9 nicht der Fall. Als Negativkontrolle wurde anstelle der Proben-DNA 1 µl 
Aqua dest. (H2O) verwendet.    
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E.3.4E.3.4E.3.4E.3.4 Tcf/LefTcf/LefTcf/LefTcf/Lef----ReporterReporterReporterReporter----AnalysenAnalysenAnalysenAnalysen    

Die Tatsache, dass Wnt-Zielgene Tcf/Lef-Bindungsstellen innerhalb ihrer Promotorsequenzen 
tragen, ist die Grundlage dieses Reportersystems. Demnach erfolgt die Expression der Gaussia-
Luciferase nur nach Translokation von � -Catenin in den Kern der Reporterplasmid-tragenden MSC.  

E.3.4.1E.3.4.1E.3.4.1E.3.4.1 Klonierung eines Vektors zur Analyse Klonierung eines Vektors zur Analyse Klonierung eines Vektors zur Analyse Klonierung eines Vektors zur Analyse � ----CateninCateninCateninCatenin----abhängigeabhängigeabhängigeabhängigerrrr    ReporterReporterReporterReporter----ExpressionExpressionExpressionExpression        

Das Plasmid pcDNA3.1pTAMinTOPGLuc wurde aus insgesamt drei Vektoren hergestellt (Abb E-53). 
Aus dem Vektor SUPER8TOP, der die Luciferase-kodierende Sequenz unter der Kontrolle des 
minimalen Promotors pTAMin mit 8 aufeinander folgenden Tcf/Lef-Bindungsstellen trägt, wurde 
zunächst die Luciferase-Sequenz (3051 bp Insert; 1951 bp Vektor) mittels Restriktionsverdau durch  
BamHI und HindIII entfernt. Die gleichen Restriktionsenzyme wurden auch zur Präparation der 
Gaussia-Luciferase-Sequenz (608 bp) aus dem pGLucBasic-Vektor verwendet, was eine Ligation in 
das Vektorrückgrat des SUPER8TOP über die passenden DNA-Enden möglich machte. Da dieser 
Vektor allerdings keine kodierende Sequenz für eine Antibiotika-Resistenz in Eukaryontenzellen 
trug, wurde ein letzter Klonierungsschritt vollzogen. Hierfür wurde mittels einer PCR der DNA-
Abschnitt mit der Sequenz für den � -Catenin-abhängigen minimalen Promotor inklusive der 
dahinter liegenden Gaussia-Luciferase amplifiziert, wobei an die Enden Schnittstellen für MfeI und 
HindIII angehängt wurden. Dieser so generierte DNA-Abschnitt wurde dann an der Stelle, wo 
vorher die kodierende Sequenz für den CMV-Promotor lag in das Rückgrat des käuflich zu erwer-
benden pcDNA3.1-Vektors eingebracht.  
 

    
    
    

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----53535353: : : : Schematische Darstellung der Schematische Darstellung der Schematische Darstellung der Schematische Darstellung der Klonierung von Klonierung von Klonierung von Klonierung von pcDNA3.1pTApcDNA3.1pTApcDNA3.1pTApcDNA3.1pTAMinMinMinMinTOPGLuc.TOPGLuc.TOPGLuc.TOPGLuc.    

A) Dargestellung der beiden Ausgangsvektoren für die Klonierung pSUPER8TOP und pGLuc-Basic.  
     Zunächst wurde die kodierende Sequenz der Gaussia-Luciferase mittels HindIII und BamHI Restriktions-

verdau aus dem pGLucBasic Vektor entfernt und danach in den SUPER8TOP Vektor eingebracht, aus dem 
zuvor die kodierende Sequenz für die nicht-sezernierte Luciferase entfernt worden war.  

B) Darstellung der mittels PCR amplifizierten Sequenz aus dem in A) entstandenen Plasmid mit den  
     eingefügten Restriktionsenzymschnittstellen MfeI und HindIII.  
C) Vektorkarte des entstandenen Plasmids pcDNA3.1pTAMinTOPGLuc.  
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E.3.4.2E.3.4.2E.3.4.2E.3.4.2 Stabile Transfektion von mMSC mit Stabile Transfektion von mMSC mit Stabile Transfektion von mMSC mit Stabile Transfektion von mMSC mit pcDNA3pcDNA3pcDNA3pcDNA3.1.1.1.1pTApTApTApTAMinMinMinMinTOPGLucTOPGLucTOPGLucTOPGLuc    

Zum Reportergen-basierten Nachweis der Translokation von � -Catenin in den Nukleus von mMSC, 
war eine stabile Transfektion mit dem Reporterplasmid pcDNA3.1pTAMinTOPGLuc notwendig. mMSC 
wurden hierfür wie unter D.2.3.7 beschrieben transfiziert. Einen Tag nach Transfektion wurden die 
Zellen einem 21-tägigen Antibiotika-Selektionsdruck ausgesetzt, der nur das Überleben solcher 
Zellen ermöglichen sollte, die das Plasmid stabil in ihre genomische DNA integriert hatten. Als 
Kontrolle dienten nicht-transfizierte mMSC, die mit der gleichen Neomycinkonzentration behan-
delt wurden und diesem Selektionsdruck nicht standhielten. 
 
Induzierbarkeit der GausInduzierbarkeit der GausInduzierbarkeit der GausInduzierbarkeit der Gaussiasiasiasia----LuciferaseLuciferaseLuciferaseLuciferase----Expression in ReporterExpression in ReporterExpression in ReporterExpression in Reporter----mMSCmMSCmMSCmMSC    
Die so generierten stabil transfizierten Zellen (Reporter-mMSC) wurden in einem nächsten Schritt 
neu ausgesät und mit steigenden Mengen von Wnt3a stimuliert. Zwei Tage später wurde der Zell-
kulturüberstand hinsichtlich der Gaussia-Luciferase-Aktivität getestet.  
Wie in Abb. E-54 dargestellt, ergab die Analyse einen dosisabhängigen Anstieg der Luciferase-Akti-
vität, die auf eine vermehrte Translokation von � -Catenin in den Kern zurückzuführen ist.  
 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----54545454: : : : GaussiaGaussiaGaussiaGaussia----LuciferaseLuciferaseLuciferaseLuciferase----Expression Expression Expression Expression 
in Reporterin Reporterin Reporterin Reporter----mMSC. mMSC. mMSC. mMSC.     

Bestimmung der Gaussia-Luciferase-Aktivi-
tät in Zellkulturüberständen von mMSC, die 
48 Stunden mit Wnt3a (0 – 150 ng/ml) 
stimuliert worden waren. Relative 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 Versuchansatz wurden die Reporter-mMSC mit LiCl stimuliert 
und die Gaussia-Luciferase-Aktivität im Zellkulturüberstand bestimmt. Hierbei konnten die höchs-
ten Werte bei einer LiCl-Konzentration von 10 mM beobachtet werden (Abb. E-55). 

  

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----55555555: : : : GaussiaGaussiaGaussiaGaussia----LuciferaseLuciferaseLuciferaseLuciferase----Expression Expression Expression Expression 
in Zellkulturüberständen LiClin Zellkulturüberständen LiClin Zellkulturüberständen LiClin Zellkulturüberständen LiCl----stimulierter stimulierter stimulierter stimulierter 
ReporterReporterReporterReporter----mMSC. mMSC. mMSC. mMSC.     

In einem über zwei Tage konditioniertem 
Zellkulturüberstand von stabil transfizierten 
mMSC wurde die Aktivität 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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Einfluss Einfluss Einfluss Einfluss vonvonvonvon    SerumSerumSerumSerum    auf die Gaussiaauf die Gaussiaauf die Gaussiaauf die Gaussia----LuciferaseLuciferaseLuciferaseLuciferase----Expression Expression Expression Expression     

In diesem Ansatz  sollten einzelne Komponenten von Inkubationsmedien dahingehend überprüft 
werden, ob sie den Wnt/� -Catenin-Signalweg beeinflussen. Hierfür wurden Reporter-mMSC für die 
Dauer von 48 Stunden in verschiedenen Medien inkubiert und anschließend die Gaussia-Luci-
ferase-Aktivität im Zellkulturüberstand quantifiziert. Verglichen wurden das mMSC-Kultivierungs-
medium IMDM, das 10 % fötales Rinderserum und 10-% Pferdeserum enthält, mit Serum-freiem 
DMEM und einer 1:1 Mischung der beiden Medien. Zudem wurde DMEM getestet, das mit 1-% 
Nutridoma supplementiert worden war.  
Abb. E-56 zeigt deutlich eine im Serum-Anteil des IMDM-Mediums zu vermutende Inhibition der 
Reportergenaktivität, welche partiell durch Ausverdünnen des Serums mit DMEM-Medium  aufge-
hoben werden konnte.  

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----56565656: : : : GaussiaGaussiaGaussiaGaussia----LuciferaseLuciferaseLuciferaseLuciferase----Aktivität Aktivität Aktivität Aktivität 
im Zellkulturüberstand im Zellkulturüberstand im Zellkulturüberstand im Zellkulturüberstand nach Inkubationnach Inkubationnach Inkubationnach Inkubation    
von mMSC mitvon mMSC mitvon mMSC mitvon mMSC mit    verschiedenen Medien. verschiedenen Medien. verschiedenen Medien. verschiedenen Medien.     

Nach einer zweitägigen Inkubation in den 
unterschiedlichen Medien  
(DMEM s-f, DMEM-N, IMDM) wurden die 
Überstände hinsichtlich der Gaussia-Lucife-
rase-Aktivität analysiert. Bei der Kombina-
tion der beiden Medien erfolgte eine 
Mischung im Verhältnis 1:1.  
RLU wurden auf die Gesamtproteinmenge in 
jedem Ansatz normiert.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. **P<0,01. Abkürzungen: 
N= Nutridoma, s-f = Serum-frei  
 

Analyse der Analyse der Analyse der Analyse der � ----CateninCateninCateninCatenin----abhängigen Expression der Gabhängigen Expression der Gabhängigen Expression der Gabhängigen Expression der Gaussiaaussiaaussiaaussia----Luciferase nachLuciferase nachLuciferase nachLuciferase nach    
KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    von von von von � ----Catenin und LRP5Catenin und LRP5Catenin und LRP5Catenin und LRP5    
Zusätzlich zu den Stimulationsexperimenten, in denen eine Induktion der Gaussia-Luciferase-
Expression infolge einer vermehrten Translokation von � -Catenin in den Nukleus nachgewiesen 
wurde, sind Knockdown-Experimente durchgeführt worden. Dazu wurden Reporter-mMSC 
transient mit siRNAs gegen verschiedene Komponenten des Wnt-Signalweges transfiziert.  
Der Knockdown von � -Catenin ergab eine verminderte Gaussia-Luciferase-Expression, was auf eine 
intrinsische Basalaktivität des Wnt-Signalweges schließen lässt.  
Ein vergleichbarer Effekt war nach Transfektion der siRNA gegen den Wnt-Korezeptor LRP5 fest-
stellbar (Abb. E-57).  
 

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----57575757: Bestimmung der Gaussia: Bestimmung der Gaussia: Bestimmung der Gaussia: Bestimmung der Gaussia----
LLLLuciferaseuciferaseuciferaseuciferase----Expression nach Knockdown Expression nach Knockdown Expression nach Knockdown Expression nach Knockdown 
von von von von � ----Catenin und LRP5.Catenin und LRP5.Catenin und LRP5.Catenin und LRP5.    
Reporter-mMSC wurden mit siRNAs gegen 
� -Catenin bzw. LRP5 transfiziert. Zwei Tage 
später erfolgte die Bestimmung der Gaussia-
Luciferase-Aktivität im Zellkulturüberstand. 
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.3.4.3E.3.4.3E.3.4.3E.3.4.3 VerifizierungVerifizierungVerifizierungVerifizierung    dedededer Wnt3ar Wnt3ar Wnt3ar Wnt3a----Effekte Effekte Effekte Effekte hinsichtlichhinsichtlichhinsichtlichhinsichtlich    der der der der EEEExpression xpression xpression xpression vonvonvonvon                                                                                                                                                    
Cyclin D1 und  MT1Cyclin D1 und  MT1Cyclin D1 und  MT1Cyclin D1 und  MT1----MMPMMPMMPMMP    

Um die von hMSC abweichenden Daten bezüglich der MT1-MMP-Zielgenexpression und der 
Invasivität von mMSC nach Wnt3a-Stimulation zu erhärten, wurden Reporter-mMSC eingesetzt. 
Sie wurden über den Zeitraum von drei Tagen in Serum-freiem DMEM mit Wnt3a stimuliert. Diese 
Umstellung auf Serum-freie Bedingungen erfolgte aufgrund der oben beschriebenen inhibitori-
schen Effekte des Serums auf die basale Wnt-Aktivität der Zellen. Da letztere unter diesen Bedin-
gungen höher war, musste auch eine höhere Konzentration Wnt3a eingesetzt werden, um ähnliche 
induzierende Wirkungen zu erhalten.  

Nach zweitägiger Stimulation mit 150 ng/ml Wnt3a war die Aktivierung des Wnt/� -Catenin-
Signalweges durch erhöhte Gaussia-Luciferase-Aktivität - und damit Translokation von � -Catenin 
in den Zellkern – zu verifizieren. Anschließend wurden die Zellen lysiert und deren mRNA-Expres-
sionslevel von Cyclin D1 bzw. MT1-MMP bestimmt.  

Während Wnt3a eine mit der Gaussia-Luciferase-Aktivität parallele Erhöhung der Cyclin D1-Ex-
pression zeigte (Abb. E-58A), war auch in den Reporter-mMSC der Transkriptlevel von MT1MMP 
deutlich erniedrigt (Abb. E-58B)    

 
Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----58585858: : : : GaussiaGaussiaGaussiaGaussia----LucifLucifLucifLuciferaseeraseeraseerase----Aktivität und mRNAAktivität und mRNAAktivität und mRNAAktivität und mRNA----Expression vonExpression vonExpression vonExpression von    CyclinD1CyclinD1CyclinD1CyclinD1    bzw. bzw. bzw. bzw. MT1MT1MT1MT1----MMP vonMMP vonMMP vonMMP von    ReporterReporterReporterReporter----

mMSCmMSCmMSCmMSC    ohne und mit Wnt3aohne und mit Wnt3aohne und mit Wnt3aohne und mit Wnt3a----Stimulation. Stimulation. Stimulation. Stimulation.     

Die luminometrische Bestimmung der Gaussia-Luciferase-Aktivität sowie die Analyse der Wnt-Zielgen-
Expression mittels qRT-PCR erfolgte nach zweitägier Stimulation mit Wnt3a (150 ng/ml). Normiert wurde auf 
nicht-stimulierte Kontrollzellen. Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. *P<0,05  
A) Gaussia-Luciferase-Aktivitätslevel und mRNA-Expression von Cyclin D1.  
B) Gaussia-Luciferase-Aktivitätslevel und mRNA-Expression von MT1-MMP.  
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Zudem wurden Reporter-mMSC für 48 Stunden mit Wnt3a prä-stimuliert und im Zellkulturüber-
stand die Gaussia-Luciferase-Aktivität bestimmt. Durch die erhöhte Gaussia-Luciferase-Aktivität 
(Abb. E-59) war die Translokation von � -Catenin indirekt nachzuweisen. Anschließend wurden die 
Zellen in den Transwell-Assay eingesetzt und für weitere 6 Stunden mit Wnt3a stimuliert. Wie in 
Abb. E-59 dargestellt zeigte sich eine drastisch reduzierte Invasionsfähigkeit der Reporter-mMSC. 
Dies steht im auffälligen Gegensatz zu den Beobachtungen in hMSC, deren Invasivität nach Wnt3-
Stimulation deutlich erhöht war (siehe auch Abb. E-5).  

Abb.Abb.Abb.Abb.    EEEE----59595959: : : : GaussiaGaussiaGaussiaGaussia----LuciferaseLuciferaseLuciferaseLuciferase----AAAAktivität ktivität ktivität ktivität 
bzw.bzw.bzw.bzw.    InvasivitätInvasivitätInvasivitätInvasivität    von von von von ReporterReporterReporterReporter----mMSCmMSCmMSCmMSC    
nach Stimulationnach Stimulationnach Stimulationnach Stimulation    mit Wnt3amit Wnt3amit Wnt3amit Wnt3a....    

Nach zweitägier Prä-Stimulation mit Wnt3a 
(0 – 150 ng/ml) wurde die Gaussia-Lucifera-
se-Aktivität bestimmt.  
Die gleichen Zellen wurden anschließend 
unter Wnt3a-Stimulationsbedingungen hin-
sichtlich ihrer Invasivität untersucht.  
In beiden Fällen erfolgte Normierung auf die 
unstimulierte Kontrolle.  
Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines 
Triplikat-Ansatzes. *P<0,05. 
 
 
 
 

 

E.3.4.4E.3.4.4E.3.4.4E.3.4.4 Wnt3aWnt3aWnt3aWnt3a----Klonierung und transienKlonierung und transienKlonierung und transienKlonierung und transiente te te te TransfektionTransfektionTransfektionTransfektion    von                                     von                                     von                                     von                                     
ReporterReporterReporterReporter----mMSC mit pN3mMSC mit pN3mMSC mit pN3mMSC mit pN3----Wnt3aWnt3aWnt3aWnt3a    

Da für die Aktivierung des Wnt/� -Catenin-Signalweges Wnt3a - dessen Bildung bisher weder in 
hMSC noch in mMSC nachgewiesen wurde - eine wesentliche Rolle spielt, war es ein weiteres Ziel 
dieser Promotionsarbeit, das Expressionsplasmids pN3-Wnt3a zu generieren. Mit dessen Hilfe sollte 
untersucht werden, ob MSC überhaupt die für die Bildung und Sezernierung von Wnt3a benötigte 
Maschinerie besitzen, d.h., ob sie in der Lage sind, diesen Wnt-Liganden nach ektopischem Einbrin-
gen des entsprechenden Gens zu exprimieren. Dies wurde durch den Einsatz von Reporter-mMSC 
möglich, die eine Aussage über die ektopische Wnt3a-Expression und autokrine Bindung durch die 
Tcf/Lef-abhängige Expression des Reporters Gaussia-Luciferase erst möglich machten.  
Die kodierende Sequenz von humanem Wnt3a wurde zunächst aus Plazenta-cDNA amplifiziert 
(Saitoh et al., 2001). Modifizierte Primer wurden verwendet, die eine anschließende Exzision des 
amplifizierten DNA-Abschnitts mit Hilfe der Restriktionsenzyme BglII und EcoRI ermöglichten. 
Nach erfolgreicher PCR, die ein Produkt mit entsprechender Größe (1058 bp) ergab, wurde das 
PCR-Produkt in den pCR2.1 TOPO Vektor eingebracht. Durch Sequenzierung konnte die korrekte 
Sequenz für humanes Wnt3a in Übereinstimmung mit dem Datenbankeintrag NM_033131 be-
stätigt werden. Danach erfolgte die Exzision des entsprechenden Sequenzabschnitts durch Re-
striktionsenzym-Verdau mit BglII und EcoRI und die Ligation in den vorher mit denselben Enzymen 
geschnittenen Zielvektor pN3-Mock (Abb. E-60). Dieser basierte auf dem Ursprungsvektor pEGFP-
N3 der Firma BD Clontech (USA), aus dem durch Restriktionsverdau mit BamHI und NotI die kodie-
rende Sequenz von EGFP entfernt wurde. Nach einer Klenow-Enzym-vermittelten Auffüllreaktion 
war der Vektor mittels einer Ligasereaktion rezirkularisiert worden. 
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Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  EEEE----60606060: Klonierung des pN3: Klonierung des pN3: Klonierung des pN3: Klonierung des pN3----Wnt3aWnt3aWnt3aWnt3a----ExpresExpresExpresExpressionsvektors.sionsvektors.sionsvektors.sionsvektors.    

A) PCR zur Amplifikation der Wnt3a-kodierenden Sequenz (1058-bp) aus Plazenta-cDNA.  
B) Nachweis der Exzision der Wnt3a-DNA aus dem Sequenzierungsvektor pCR2.1 TOPO.  
C) Exzision der EGFP kodierenden Sequenz (737 bp) aus pEGFP-N3, um die Wnt3a-Sequenz einzubringen.  
D) Linearisierung von pN3-Mock und pEGFP-N3 durch Restriktionsverdau mit KpnI.  
E) Schematische Abbildung von pN3-Wnt3a.  
F) Analyse des durch Sequenzierung nachweislich positiven pN3-Wnt3a Klons (Klon 3). 

Abkürzungen: N = Negativkontrolle, P = Plazenta-cDNA; VIII und 1kb = DNA-Größenstandards 

 
Zur Überprüfung der Funktionalität des neu generierten Plasmids pN3-Wnt3a wurden Reporter-
mMSC transient transfiziert. Zwei Tage später wurde die Gaussia-Luciferase-Aktivität im Zellkultur-
überstand quantifiziert, wobei sich eine etwa 20%ige Induktion bei den mit pN3-Wnt3a transfi-
zierten Zellen (Abb. E-61A) zeigte.  
Ferner konnte mittels Western Blot ein deutlich höherer � -Catenin-Level in den mit pN3-Wnt3a 
transfizierten mMSC im Vergleich zu pN3-Mock-Kontrollen nachgewiesen werden (Abb. E-61B).  

Dies kann als indirekter Hinweis auf eine endogene Wnt3a-Bildung mit nachfolgender Wirkung auf 
die Aktivierung des Wnt/� -Catenin-Signalweges gewertet werden.  

 
 
 
    

    

    

    

    

    

Abb. Abb. Abb. Abb. EEEE----61616161: Gaussia: Gaussia: Gaussia: Gaussia----LuciferaseLuciferaseLuciferaseLuciferase----Expression in Wnt3aExpression in Wnt3aExpression in Wnt3aExpression in Wnt3a----überexprimierenden Zellen und Bestimmung                                überexprimierenden Zellen und Bestimmung                                überexprimierenden Zellen und Bestimmung                                überexprimierenden Zellen und Bestimmung                                
der der der der � ----CateninCateninCateninCatenin----Proteinlevel. Proteinlevel. Proteinlevel. Proteinlevel.     

Die Transfektion des Plasmids pN3-Wnt3a erfolgte in Reporter-mMSC. Als Kontrolle diente pN3-Mock. 
A) Expression der Gaussia-Luciferase-Aktivitä. (RLU wurden auf die Proteinmenge jedes Ansatzes normiert). 

Die Ergebnisse sind Mittelwerte ± SD eines Triplikat-Ansatzes. **P<0,01.  
B) � -Catenin-Proteinlevel. Als Auftragskontrolle diente � -Actin (42 kDa). 
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FFFF DiskussDiskussDiskussDiskussionionionion    
 
Die Aufklärung von molekularen Signaltransduktionsmechanismen, die es mesenchymalen Stamm-
zellen (MSC) ermöglichen, ihre Stammzelleigenschaften wie Selbsterneuerung und Differenzierung 
aufrecht zu erhalten, ist von vordringlichem Interesse, um vor allem die Beteiligung von MSC bei 
der Organregeneration nach operativen Eingriffen sowie bei der Vorbeugung degenerativer Erkran-
kungen verstehen zu können (Korbling and Estrov, 2003). In diesem Kontext wurde in meiner 
Arbeit der Wnt/� -Catenin-Signalweg und seine Rolle bei der Proliferation und Invasion von MSC 
auf unterschiedlichen Ebenen untersucht, da diese zellulären Prozesse eine wesentliche Voraus-
setzung für die Wanderung einer ausreichenden Anzahl von Stammzellen aus der Stammzellnische 
an den Ort der erforderlichen Geweberegeneration darstellen. 
 
Parallel zu den Analysen in humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) erfolgte auch eine ver-
gleichende Evaluierung der Hauptkomponenten des Wnt/� -Catenin-Signalweges bei den murinen 
Pendants (mMSC). Obwohl die Signaltransduktionkomponenten bzw. –mechanismen in beiden 
MSC-Populationen bis zur Translokation von � -Catenin in den Zellkern offensichtlich hoch 
konserviert sind, zeigten sich jedoch gravierende Unterschiede im Wnt-abhängigen Invasionsver-
halten, was – zumindest zum Teil – auf eine differente Wnt-Zielgensteuerung in beiden Spezies-
verschiedenen Zellpopulationen zurückzuführen ist. Diese Erkenntnis impliziert eine grundsätzlich 
unterschiedliche Regulation der Migrations-/Invasionseigenschaften von hMSC und mMSC, was 
zukünftig gerade bei der Übertragbarkeit von Daten aus murinen in vivo-Modellen auf die klinische 
Situation zum Einsatz von MSC für Regenerationsprozesse besonders berücksichtigt werden muß. 
 
Nachfolgend werden nun die wesentlichen erzielten Ergebnisse im Kontext der aktuellen Fach-
literatur diskutiert. 
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F.1F.1F.1F.1 WntWntWntWnt////� ----CCCCaaaatenintenintenintenin----Signalweg Signalweg Signalweg Signalweg inininin    hMSChMSChMSChMSC        

F.1.1F.1.1F.1.1F.1.1 Aktivierung des SignalwegesAktivierung des SignalwegesAktivierung des SignalwegesAktivierung des Signalweges    

 
Proliferation Proliferation Proliferation Proliferation und Differenzierungund Differenzierungund Differenzierungund Differenzierung    in Stimulationsexperimentenin Stimulationsexperimentenin Stimulationsexperimentenin Stimulationsexperimenten        
Um den Einfluss der Aktivierung des Wnt/� -Catenin-Signalweges auf das Proliferations- und 
Differenzierungsverhalten von hMSC zu eruieren, wurden die Zellen exogen durch Stimulation mit 
steigenden Konzentrationen von rekombinantem Wnt3a-Protein einerseits und von LiCl anderer-
seits stimuliert. LiCl wurde aufgrund seines inhibitorischen Effektes auf die GSK-3�  und der damit 
verbundenen intrazellulären Akkumulation von � -Catenin mit nachfolgender Translokation in den 
Zellkern alternativ zur Aktivierung des Signalweges über Wnt-Proteine eingesetzt (Klein and 
Melton, 1996). Beide experimentellen Ansätze resultierten in einer dosisabhängigen Steigerung der 
Proliferationskapazität der hMSC. Dies entsprach bereits veröffentlichten Daten, bei denen durch 
Wnt3a-enthaltendes konditioniertes Medium gesteigerte Proliferationsraten von hMSC erzielt 
werden konnten (Boland et al., 2004).  

Des Weiteren wurden in der vorliegenden Promotionsarbeit sowohl der Differenzierungsstatus als 
auch die Differenzierungsfähigkeit von Wnt3a- bzw. LiCl-stimulierten Zellen untersucht. Hierbei 
konnte eindeutig gezeigt werden, dass hMSC durch Stimulation mit den eingesetzten Konzentra-
tionen von Wnt3a bzw. LiCl weder in die adipogene noch in die osteogene Richtung differenzieren. 
Nach einer einwöchigen Vorstimulation mit diesen Substanzen war nach wie vor die Differen-
zierung mittels geeigneter Agenzien in die mesodermalen Richtungen in gleichem Maße wie in den 
unstimulierten Kontrollzellen möglich. Dies kann verlässlich allerdings nur für die hier eingesetzten 
Wnt3a-Konzentrationen ausgesagt werden, da Wnt3a seine Wirkung als Morphogen vermittelt, 
d.h. dosisabhängig unterschiedliche Effekte induzieren kann (Cadigan and Nusse, 1997). Demnach 
scheint bei Experimenten mit Wnt3a im Allgemeinen die Titration der eingesetzten Mengen sehr 
wichtig zu sein. Eine exakte Konzentrationsbestimmung und Reproduzierbarkeit der Wnt3a-Menge 
sind aber bei Verwendung eines konditionierten Mediums, wie es in anderen Untersuchungen ein-
gesetzt wurde (Boland et al., 2004), nur bedingt gegeben. 

Neben den Effekten auf die Proliferation resultierte die Wnt3a-Stimulation in einem verminderten 
Abbau von � -Catenin, der mit einer Translokation des transkriptionsaktivierenden Proteins 
� -Catenin in den Zellkern einherging. Diese Änderung der subzellulären Lokalisation von 
� -Catenin, die allgemein als Voraussetzung für die Aktivierung der Wnt-Zielgen-Expression gilt, 
entspricht den Literaturbeschreibungen und beweist die Fähigkeit von hMSC auf einen Wnt-
Stimulus zu reagieren (Tolwinski and Wieschaus, 2004).  

Auch die Induktion der Wnt-Zielgen-Expression konnten wir in hMSC nach Wnt3a-Stimulation 
ebenso wie nach Behandlung mit LiCl beobachten. Exemplarisch wurde hierfür die Expression des 
Zellzyklusregulators Cyclin D1 und der membranständigen Matrix-Metalloproteinase MT1-MMP 
analysiert, wobei deren Expressionsstatus im Vergleich zur Kontrolle als Maß für die Aktivierung 
des Wnt-Signalweges verwendet wurde. Sowohl Cyclin D1 (Shtutman et al., 1999; Tetsu and 
McCormick, 1999) als auch MT1-MMP (Takahashi et al., 2002; Hlubek et al., 2004) wurden schon 
vor einiger Zeit in diversen Zellspezies (z.B. Tumorzellen) als direkte Zielgene des Wnt/� -Catenin-
Signalweges beschrieben. 



 

88      DISKUSSION 

MigrationsMigrationsMigrationsMigrations----/Invasionsfähigkeit/Invasionsfähigkeit/Invasionsfähigkeit/Invasionsfähigkeit    von hMSC nach Stimulation mit Wnt3a und LiClvon hMSC nach Stimulation mit Wnt3a und LiClvon hMSC nach Stimulation mit Wnt3a und LiClvon hMSC nach Stimulation mit Wnt3a und LiCl    
Für den therapeutischen Einsatz von hMSC zur Geweberegeneration gibt es grundsätzlich zwei 
verschiedene Strategieansätze. Zum einen besteht die Möglichkeit, die Zellen vorwiegend aus dem 
Knochenmark zu entnehmen, ex vivo zu expandieren und sie danach – mit oder ohne genetische 
Modifikation – wieder zu transplantieren (Barrilleaux et al., 2006). Zum anderen kann diese 
Stammzellpopulation auch endogen mittels Zytokinen aktiviert werden. Diese endogene Aktivie-
rung hat eine vermehrte Mobilisierung aus dem Knochenmark zur Folge, wobei eine gezielte 
Migration/Invasion in bestimmte Körperregionen eine wesentliche Voraussetzung für eine 
adäquate Geweberegeneration darstellt (Korbling and Estrov, 2003).  
Um die an den Migrations-/Invasionsprozessen beteiligten Signaltransduktionsmechanismen besser 
verstehen zu können, wurde die Invasionsfähigkeit humaner MSC nach Aktivierung des Wnt-
Signalweges durch Wnt3a und LiCl untersucht. In beiden Fällen konnte im Transwell-System eine 
deutlich gesteigerte Invasivität durch humane extrazelluläre Matrix beobachtet werden. Dass diese 
vermehrte Invasionsfähigkeit mit der transkriptionellen Aktivierung des MT1-MMP-Gens zusam-
menhing, ließ sich in einem gesonderten Experiment untermauern: Nach Verminderung der Ex-
pression von MT1-MMP war durch Wnt3a-Stimulation keine Induktion der Invasivität von hMSC 
mehr erreichbar.  
Die Rolle von MT1-MMP für die Migrationsfähigkeit von hMSC konnte darüber hinaus von einer 
kooperierenden Arbeitsgruppe gezeigt werden, die die Expression von MMP-2, MT1-MMP und 
TIMP-2 als essentiell für die Invasion beschrieb (Ries et al., 2007). Hierbei ist die Bildung eines 
ternären Komplexes aus MT1-MMP, TIMP-2 und MMP-2 entscheidend, der zur Aktivierung von 
proMMP-2 führt (Itoh et al., 2001). Aktive MT1-MMP und MMP-2 spielen eine bedeutende Rolle 
bei der Invasionsfähigkeit von hMSC (Ries et al., 2007), da beide Proteinasen als wichtige extra-
zelluläre Matrix-degradierende Enzyme bekannt sind. Während das mRNA-Expressionsniveau von 
MT1-MMP in hMSC durch den Wnt-Signalweg reguliert wird, ist das bei MMP-2 interessanter-
weise nicht der Fall. Allerdings wurde eine Wnt-abhängige Regulation der MMP-2-Transkriptlevel 
für andere Zelltypen wie z.B. Effektor-T-Zellen beschrieben (Wu et al., 2007).  
Diese Zelltyp-spezifische Regulation der Wnt-abhängigen Expression trifft auch auf andere Gene 
zu, wie dies beispielsweise für Cyclin D1 in kolorektalen Krebszellen nach Verlust von APC gezeigt 
wurde (Sansom et al., 2005).  
 
 
Aktivierung des Wnt/Aktivierung des Wnt/Aktivierung des Wnt/Aktivierung des Wnt/� ----CateninCateninCateninCatenin----Signalweges durch Signalweges durch Signalweges durch Signalweges durch APCAPCAPCAPC----/Axin2/Axin2/Axin2/Axin2----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown----ExperimenteExperimenteExperimenteExperimente    
Die bis dato beschriebenen Ansätze zur Aktivierung der Wnt-Signaltransduktionskaskade basierten 
alle auf der exogenen Stimulation der Zellen. Darüber hinaus wurde eine alternative Strategie 
angewandt, um die Expression von Wnt-Zielgenen und die damit verbundenen Veränderungen des 
zellulären Verhaltens von hMSC zu induzieren. Zu diesem Zweck wurde in einem RNAi-basierten 
Ansatz die Expression von APC (Ha et al., 2004) und Axin2 (Axil/Conductin) (Behrens et al., 1998), 
beides Mitglieder des � -Catenin-Abbaukomplexes, reduziert. Die Etablierung dieser auf der Trans-
fektion von small interfering RNAs (siRNAs) beruhenden Methode erwies sich als äußert wirksam in 
hMSC, da die sehr kleinen siRNAs mit sehr hoher Effizienz transfiziert werden können (Hoelters et 
al., 2005). Die Knockdown-Effizienz der jeweiligen mRNA-Entitäten, die von diversen Aspekten 
abhängt (Reynolds et al., 2004), lag zwischen 60 und 95 %.  
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Einfluss auf die Wnt-Zielgen-Expression: 
Axin2 ist im Gegensatz zu APC selbst als Wnt-Zielgen bekannt, dessen Expression infolge eines 
negativen feedback-loop induziert wird (Lustig et al., 2002; Jho et al., 2002a).   
Der Knockdown von APC und Axin2 führte zu einem verminderten Abbau von � -Catenin. Die 
daraus resultierenden erhöhten � -Catenin-Proteinmengen waren mit einer Translokation in den 
Nukleus und damit einer einhergehenden transkriptionellen Aktivierung der Wnt-Zielgene Cyclin 
D1 und MT1-MMP verbunden. Dies entspricht den Literatur-Berichten nach gezieltem Ausschalten 
von APC (Sansom et al., 2004) und den Effekten von Mutationen, die eine veränderte APC-Expres-
sion verursachen (Bienz and Clevers, 2000). Vor allem letzteres hat weit reichende Konsequenzen 
und ist der Grund für die meisten sporadisch auftretenden kolorektalen Krebserkrankungen sowie 
der vererbten Darmkrebsform familial adenomatous polyposis (Fodde, 2002).  

Nicht nur die Induktion der Zielgene, sondern auch deren verminderte Expression am ersten Tag 
nach Transfektion der spezifischen APC-siRNA in hMSC war sehr deutlich und könnte durch die 
Rolle von nukleärem APC erklärt werden. Diesbezüglich gibt es nämlich Hinweise darauf, dass APC 
im Nukleus überschüssiges � -Catenin binden kann, wodurch dessen transkriptionsaktivierende 
Rolle verhindert wird (Rosin-Arbesfeld et al., 2003). Denkbar wäre zudem, dass es wegen der Fähig-
keit von APC, zwischen dem Zellkern und dem Cytoplasma zu pendeln, eine Balance der beiden 
APC-Formen gibt (Neufeld et al., 2000), die eine unterschiedliche Halbwertszeit aufweisen. Dem-
nach könnten die Effekte, die einen Tag nach Transfektion der APC-siRNA beobachtet wurden, 
durch eine Verschiebung des Gleichgewichtes zugunsten der nukleären APC-Form bedingt sein, 
wodurch die Wnt-Zielgene zunächst reprimiert würden. Im weiteren Zeitverlauf könnte eine Ab-
nahme beider APC-Formen zu der beobachteten Induktion der Zielgenexpression geführt haben. 
  
Einfluss auf das Proliferations- und Invasionsverhalten: 
Einhergehend mit der transkriptionellen Induktion der Wnt-Zielgene Cyclin D1 und MT1-MMP 
waren nach Knockdown von APC auch die Proliferations- und die Invasionsfähigkeit der hMSC 
induziert. Auch dies entspricht den Effekten, die nach Mutation von APC bei verschiedenen Krebs-
formen beschrieben sind (Senda et al., 2007).  

Überraschenderweise war dieser Phänotyp nach Knockdown von Axin2 nicht zu beobachten, da 
hier die Proliferation negativ beeinflusst war und die Invasionsfähigkeit gänzlich unberührt blieb. 
Eine mögliche Erklärung hierfür könnte die kürzlich beschriebene Kooperation von Axin2 mit 
GSK-3�  sein, die eine Tumorzell-Dedifferenzierung und Gewebe-invasive Aktivität von Tumorzellen 
ermöglichen. Dies erfolgt in Brustkrebszellen über die Axin2-abhängige Regulation der nukleären 
GSK-3� -Aktivität, die wiederum verantwortlich für die Modulation der Snail1-Stabilität ist. Dieser 
Zinc-Finger Transkriptionsfaktor ist sowohl in normalen als auch neoplastischen Zellen wichtig für 
den epithelialen-mesenchymalen Übergang und damit für invasive Prozesse (Yook et al., 2006). Da 
dies - mit Ausnahme der transkriptionellen Axin2-Aktivierung - unabhängig von � -Catenin erfolgt, 
würde auch die in unserer Arbeit beschriebene Induktion der Expression von Cyclin D1 und 
MT1-MMP nach Knockdown von Axin2 nicht im Gegensatz zu den verminderten Proliferations- 
und unveränderten Invasionsraten stehen. 
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Alle genannten Effekte, die infolge der Wnt-Aktivierung auftraten, deuten auf eine essentielle Rolle 
des Wnt-Signalweges bei der Steuerung des Invasionsverhaltens von hMSC hin, was bis dato noch 
nicht in der Fachliteratur beschrieben wurde. Bisher wurde eine Assoziation des Wnt-Weges mit 
zellulärer Invasion hauptsächlich in Tumorzellen beobachtet. In diesem Zusammenhang wurde bei-
spielsweise die Transmigration von Myelom-Plasmazellen durch endotheliale Zellen und Matrigel 
nach Inkubation mit Wnt3a-konditioniertem Medium beschrieben (Qiang et al., 2005). Darüber 
hinaus zeigt die Mehrzahl der humanen kolorektalen Krebszellen eine konstitutive Aktivierung des 
Wnt/� -Catenin-Signalweges (Bienz and Clevers, 2000), was mit einer fortwährenden Akkumulation 
von � -Catenin einhergeht. Zudem ist � -Catenin an der invasiven Front von Kolon-Karzinomzellen 
fast ausschließlich nukleär lokalisiert, was auf eine vermehrte � -Catenin-abhängige Transkription 
hinweist (Brabletz et al., 2001). Ein weiteres Beispiel stellt die transendotheliale Migration von 
Monocyten dar, die durch den Wnt/� -Catenin-Signalweg reguliert wird (Tickenbrock et al., 2006).  
 

F.1.2F.1.2F.1.2F.1.2 Inhibition des Signalweges Inhibition des Signalweges Inhibition des Signalweges Inhibition des Signalweges     

 
� ----CateninCateninCateninCatenin----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown----ExperimenteExperimenteExperimenteExperimente    
Um die Hypothese der Assoziation der Wnt/� -Catenin-Signaltransduktionskaskade mit der Pro-
liferation und darüber hinaus der Invasivität der hMSC zu untermauern, wurde ein reverses 
Experiment durchgeführt. Zu diesem Zweck wurde der Wnt-Signalweg durch Knockdown des 
intrazellulären Mediators � -Catenin einerseits und des Oberflächen-residierenden Korezeptors 
LRP5 andererseits inhibiert. Da die Resultate eine deutlich höhere Halbwertszeit dieser Proteine 
verglichen mit den korrespondierenden mRNAs implizieren, wurden alle Folgeexperimente im 
Zeitfenster der niedrigsten Proteinexpressionsraten nach RNAi – also zwischen Tag 5 und 7 – 
durchgeführt.  
Der Knockdown von � -Catenin resultierte in einer verminderten Expression der Wnt-Zielgene 
Cyclin D1 und MT1-MMP, was sowohl mit einer nachhaltigen Reduktion der Zellproliferation als 
auch mit einer deutlichen Verminderung der Invasionsfähigkeit der hMSC einherging. Ähnliche 
Beobachtungen wurden in Kolon-Krebszellen gemacht, bei denen der Knockdown von � -Catenin 
zu einer transkriptionellen Reduktion der Zielgenexpression und einer geringeren Zellteilungsrate 
in vitro und in vivo führte (Verma et al., 2003). Die Wnt-abhängige transkriptionelle Regulation des 
Zellzyklusregulators Cyclin D1 wurde erstmalig in Kolon-Karzinomzellen beschrieben (Tetsu and 
McCormick, 1999).  
Dass die verminderte Expression von Cyclin D1 auch der Grund für die reduzierte Zellteilungsrate 
der mit � -Catenin-siRNA transfizierten hMSC war, konnte in einem weiteren Versuch gezeigt wer-
den, bei dem nach Knockdown von Cyclin D1 zunächst eine deutlich verringerte Proliferations-
fähigkeit der Zellen zu beobachten war. Interessanterweise wurde dieser Effekt durch Wnt3a-
stimulierende Bedingungen noch verstärkt, was wiederum die Rolle des Wnt-Signalweges in der 
hMSC-Biologie bekräftigt.  
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LRP5LRP5LRP5LRP5----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown----ExperimenteExperimenteExperimenteExperimente    
Ein ähnliches Bild lieferten die LRP5-Knockdown-Experimente. Dieser Wnt-Korezeptor, dessen 
Expression im Gegensatz zu LRP6 in hMSC bereits beschrieben wurde (Etheridge et al., 2004), ist an 
der Weiterleitung der Wnt-Signale involviert (Johnson et al., 2004). Im Wnt/� -Catenin-Signalweg 
ist hierfür zusätzlich ein Mitglied der Frizzled-Rezeptorfamilie (Fzd) notwendig, wobei der jeweilige 
Rezeptorkomplex über die Art der Signalweiterleitung in der Zelle entscheidet (Liu et al., 2005; 
Cong et al., 2004). Bislang wurde in der Literatur der Rezeptorkomplex, der in hMSC für die Wnt3a-
Signalweiterleitung maßgeblich ist, nicht beschrieben.  
Wenn wir auch den für die Weiterleitung des Wnt3a-Signals verantwortlichen Fzd noch nicht 
identifizieren konnten, so erhielten wir durch unsere Untersuchungen doch zumindest klare Hin-
weise auf die Beteiligung von LRP5, da der Knockdown dieses Rezeptors ebenso wie derjenige von 
� -Catenin zu einer verminderten Proliferations- und Invasionsrate der transfizierten hMSC führte. 
Letzteres ist in ähnlicher Weise in der Literatur für Osteosarkom-Zellen beschrieben, wonach die 
Inhibition von LRP5 eine verminderte Motilität und Invasionsfähigkeit dieser Zellen bewirkte 
(Hoang et al., 2004). Diese Daten implizierten zudem eine metastatische Rolle für LRP5 und die 
Vermutung, LRP5 könnte als Marker für die Progression von Osteosarkomen dienen (Hoang et al., 
2004).  
 
Um abschließend zu bestätigen, dass die beobachteten zellulären Effekte nach Knockdown von 
LRP5 und � -Catenin die Folge einer verminderten Sensitivität für das Wnt3a-Signal darstellen, 
wurden Knockdown-hMSC mit Wnt3a stimuliert. Hierbei konnte eindeutig gezeigt werden, dass 
ohne die Anwesenheit des Korezeptors LRP5, der das Wnt3a-Signal an der Zelloberfläche auf-
nimmt, ebenso wie ohne den intrazellulären Mediator � -Catenin, der für die Weiterleitung verant-
wortlich ist, keine Induktion des Wnt-Zielgens Cyclin D1 mehr möglich ist.  
 
Zusammenfassend lassen unsere Daten zweifellos erkennen, dass hMSC, ähnlich wie Tumorzellen, 
den kanonischen Wnt/� -Catenin-Signalweg nicht nur zur Kontrolle der Zellteilung, sondern auch 
zur Koordination ihrer migratorischen/invasiven Eigenschaften nutzen. Die Annahme solcher 
Eigenschaften für die Regulation der gerichteten Migration durch Gewebe könnte Teil eines 
Programms während der Stammzell-Aktivierung sein, das hMSC für einen optimalen Beitrag zur 
Geweberegeneration benötigen (Beachy et al., 2004; Pardal et al., 2003).  
 

F.1.3F.1.3F.1.3F.1.3 Rolle des WntRolle des WntRolle des WntRolle des Wnt----Rezeptors Fzd8Rezeptors Fzd8Rezeptors Fzd8Rezeptors Fzd8    

 
RegulationRegulationRegulationRegulation    
Vor dem Hintergrund der transkriptionellen Regulation der Expression von LRP6 und Dkk-1 in 
hMSC und den Berichten über die Assoziation von LRP6 und Fzd8 bei der Weiterleitung des 
R-Spondin1-Signals (Nam et al., 2006), wurde die Fzd8-Expression in hMSC näher untersucht. 
Hierbei fiel eine sehr deutliche Änderung des mRNA-Levels von Fzd8 nach � -Catenin-Knockdown 
sowie nach Wnt3a-Stimulation auf. Interessanterweise war das Fzd8-Expressionsniveau nach Akti-
vierung des Wnt-Signalweges durch Wnt3 reduziert, während es nach Inhibition des Wnt-Signal-
weges durch � -Catenin-Knockdown induziert war.  
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Klassische Wnt-Zielgene sind durch die Anwesenheit einer oder mehrerer Tcf/Lef-Consensus-
Sequenzen in ihren Promotorregionen charakterisiert (Hurlstone and Clevers, 2002). Somit unter-
liegt ihre Expression der Kontrolle des Wnt/� -Catenin-Signalweges und wird üblicherweise nach 
dessen Aktivierung aufgrund einer vermehrten � -Catenin-Translokation in den Zellkern induziert. 
Beispiele aus der Literatur, die auch in der hier vorliegenden Promotionsarbeit für hMSC bestätigt 
werden konnten, sind Cyclin D1 (Tetsu and McCormick, 1999), sowie Dkk-1 (Niida et al., 2004; 
Gonzalez-Sancho et al., 2005) und MT1-MMP (Takahashi et al., 2002).  
Eine standardisierte experimentelle Vorgehensweise für den Nachweis eines negativ regulierten 
Wnt-Zielgens gibt es – im Gegensatz zu positiv regulierten Wnt-Zielgenen – bisher nicht, was 
unter anderem an der geringen Zahl der bekannten negativ regulierten Gene und dem gänzlich 
unbekannten Mechanismus einer solchen Regulation liegt. In der Fachliteratur finden sich lediglich 
Spekulationen über mögliche Mechanismen. So konnte in einem in vitro-Modell zur Untersuchung 
der Haarfollikel-Morphogenese nach Wnt-Aktivierung und damit � -Catenin-Stabilisierung die 
transkriptionelle Reduktion der E-Cadherin-Expression beobachtet werden (Jamora et al., 2003). 
Die Autoren vermuten die Rekrutierung weiterer Cofaktoren wie Snail, die hier die ungewohnte 
Repressor-Aktivität vermitteln.  
Üblicherweise kommt es nach Translokation von � -Catenin zu einer Aktivator-Konversion der als 
Repressor fungierenden Tcf/Lef Proteine (Brantjes et al., 2002). Ob dies auch im Falle der negativ 
regulierten Fzd8-Expression nach Wnt3-Stimulation vorliegt, konnte im Rahmen dieser Arbeit 
nicht aufgeklärt werden.  
 
Fzd8Fzd8Fzd8Fzd8-KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    
Die Tatsache, dass es sich bei Fzd8 um eine Komponente des Wnt-Signalweges handelt, dessen 
Expression in hMSC negativ durch Wnt3a reguliert wird, macht Fzd8 zu einem außerordentlich 
interessanten Forschungsobjekt. Um zu untersuchen, ob es sich bei diesem Rezeptor nicht nur um 
ein transkriptionelles Zielgen des Wnt-Signalweges handelt, sondern möglicherweise auch um 
einen spezifischen Rezeptor für Wnt3a, wurde ein siRNA-vermittelter Knockdown der mRNA-
Expression von Fzd8 in hMSC durchgeführt. Die Analyse dieser Fzd8-Knockdown-Zellen ergab eine 
deutlich verminderte Zellteilungsrate, während die Invasion weitgehend unbeeinflusst blieb.  
Zur Klärung, ob Fzd8 wichtig für die Weiterleitung des Wnt3a-vermittelten Signals ist, welches 
wiederum in der Reduktion des mRNA-Expressionsniveaus von Fzd8 resultiert, wurde folgendes 
Experiment durchgeführt: Aufgrund einer noch weitgehend unveränderten Expression auf Protein-
ebene am ersten Tag nach Transfektion der Fzd-siRNA und einer deutlich reduzierten Proteinex-
pression fünf Tage später wurden Fzd8-Knockdown-Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit 
Wnt3a stimuliert. Die Fzd8-Transkriptlevel nicht-stimulierter Zellen zeigten eine Knockdown-
Effizienz von 63 %, bei Wnt3a-stimulierten Zellen lag sie bei 70 %. Gesetzt den Fall, dass Fzd8 
essentiell für die Weiterleitung des Wnt3a-Signals und damit einhergehend auch für die eigene 
Down-Regulation ist, hätte diese Reduktion bei deutlich geringerer Fzd8-Expression eine Woche 
nach Transfektion der Fzd8-siRNA nicht mehr möglich sein sollen. Allerdings konnte die Wnt3a-
vermittelte Reduktion der Fzd8-Transkriptlevel unabhängig von Fzd8-Expression auf der Zellober-
fläche erfolgen. Die gleiche Tendenz war bei der Bestimmung der MT1-MMP-mRNA-Expression 
feststellbar, die nach Wnt3a-Stimulation gänzlich unbeeinflusst von der Fzd8-Expression induziert 
war. Dementsprechend war auch die Induktion der Invasivität der hMSC nach Wnt3a-Stimulation 
sowohl in den Kontrollzellen (mit nc-siRNA transfiziert) als auch in den Fzd8-Knockdown-Zellen 
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möglich. Ferner konnte nach Knockdown von Fzd8 kein Einfluss auf die Expression klassischer Wnt-
Zielgene wie Cyclin D1 und MT1-MMP beobachtet werden.  

Ein weiteres Experiment, das einige der bisherigen Daten bestätigen konnte, war die Kotransfektion 
der Fzd8-siRNA mit derjenigen gegen LRP5 bzw. LRP6. Die Analyse der Cyclin D1-Expression als 
Indiz für den Aktivierungsstatus des Wnt-Signalweges ergab, dass die Wnt3a-vermittelte Induktion 
der mRNA-Expression von Cyclin D1 in Fzd8/LRP5-Knockdown-Zellen im Vergleich zu dejenigen in 
Kontrollzellen nicht mehr möglich war. Dieser zelluläre Phänotyp wird aber vornehmlich durch das 
Fehlen von LRP5 verursacht, da nach singulärem Knockdown von LRP5 ein ähnliches Expressions-
verhalten von Cyclin D1 beobachtet werden konnte. Ferner bestätigte sich die Induktion der Wnt-
Zielgen-Expression nach Knockdown von LRP6, das für diese Effekte im Kotransfektionsexperiment 
ausschlaggebend schien. Darüber hinaus konnte nach Stimulation mit Wnt3a die Induktion der 
Wnt-Zielgen-Expression im Fzd8/LRP6-Kotransfektionsansatz noch verstärkt beobachtet werden. 
 
 
Bis dato gibt es keinerlei Vergleichsmöglichkeiten unserer Daten bezüglich der Funktion von Fzd8 
mit Resultaten in der aktuellen Fachliteratur. Allerdings wurden teilweise konträre Funktionen 
anderer Frizzled-Rezeptoren beschrieben. So erwies sich beispielsweise humanes Fzd1 als möglicher 
Rezeptor für die Wnt3a-vermittelte Signalweiterleitung (Gazit et al., 1999), während für murines 
Fzd1 eine antagonistische Rolle im kanonischen Wnt/� -Catenin-Signalweg gezeigt werden konnte 
(Roman-Roman et al., 2004). Ebenso scheint humanes Fzd6 als negativer Regulator zu agieren 
(Golan et al., 2004). Darüber hinaus konnte demonstriert werden, dass durch einen variierenden 
Rezeptorkomplex mittels ein und demselben Liganden unterschiedliche zelluläre Effekte induziert 
werden können. So kann z.B. Wnt5a an zwei distinkte Rezeptorkompositionen binden, von denen 
einer Fzd4 enthält. Nach Bindung von Wnt5a an Fzd4/LRP5 kommt es zur � -Catenin-abhängigen 
Induktion der Wnt-Zielgen-Expression, während die Bindung von Wnt5a an Ror2, eine orphan 
tyrosine kinase, den kanonischen Wnt/� -Catenin-Signalweg inhibiert (Mikels and Nusse, 2006). Die 
Tragweite derartiger Erkenntnisse wird vor allen Dingen vor dem Hintergrund deutlich, dass Wnt5a 
sowohl als Tumorsuppressor als auch als Onkogen in verschiedenen Zelltypen fungieren kann. 
Dadurch wird eine in hohem Maße ausgeprägte Feinjustierung des Wnt-Signalweges erreicht, wo-
durch die entsprechenden Zellen ihren Phänotyp den jeweiligen Bedingungen anpassen können.     
 
Zusammenfassend implizieren die Erkenntnisse der Regulation der Expression von Fzd8 durch den 
Wnt/� -Catenin-Signalweg eine Möglichkeit der endogenen Regulation dieses Signalweges, um 
möglicherweise eine Überaktivierung infolge der Wnt3a-Bindung einzudämmen. In diesem Kontext 
ist die Kenntnis, für welchen Liganden Fzd8 als Rezeptor zur Auslösung einer negativen Regulation 
des Wnt/� -Catenin-Signalweges dient, von essentiellem Interesse.     
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F.1.4F.1.4F.1.4F.1.4 Rolle von LRP6 Rolle von LRP6 Rolle von LRP6 Rolle von LRP6 und Dkkund Dkkund Dkkund Dkk----1111    

 
ExpressionExpressionExpressionExpression    von LRP6von LRP6von LRP6von LRP6    
Analysiert man die aktuelle Fachliteratur bezüglich des Wnt/� -Catenin-Signalweges in MSC, so fällt 
auf, dass vor allen Dingen die Prozesse der Ligandenbindung an der Zelloberfläche fast vollständig 
ungeklärt sind. Auch die synonyme Schreibweise der Rezeptoren LRP5/6 macht die Defizite in der 
Unterscheidung der Funktion dieser beiden Rezeptoren deutlich, die nur in sehr wenigen Arbeiten 
explizit komparativ untersucht wurde (Mi and Johnson, 2005). Aus diesem Grund erfolgte im 
Rahmen der Promotionsarbeit zusätzlich auch eine Analyse der Expression, Regulation und Funk-
tion des Rezeptors LRP6 in der Weiterleitung des kanonischen Wnt3a-Signals in hMSC. 
 
Unser Resultat der semiquantitativen RT-PCR, mit der ein eindeutiger Nachweis der LRP6-mRNA-
Expression möglich war, steht zumindest partiell im Gegensatz zu den bisher publizierten Daten 
anderer Arbeitsgruppen, die eine LRP6-Expression in hMSC entweder nicht (Etheridge et al., 2004) 
oder doch (Gregory et al., 2005) nachweisen konnten. Interessanterweise konnten wir darüber 
hinaus im Rahmen der Expressionsanalysen in hMSC eine Regulation der LRP6-Transkriptmengen 
durch Wnt3a beobachten. Dies widerspricht allerdings den kürzlich publizierten Daten bezüglich 
einer negativen Regulation der mRNA-Expression von LRP6 durch Wnt3a in einer murinen embry-
onalen Fibroblastenzelllinie (Khan et al., 2007). Ob diesem Unterschied eine Spezies-Spezifität oder 
vielmehr die Tatsache zugrunde liegt, dass es sich bei den embryonalen Fibroblasten um eine 
immortalisierte Zelllinie handelt, ist nicht geklärt. Die in dieser Arbeit beschriebene negative 
Regulation würde für einen Wnt3a-induzierten negativen feedback-Mechanismus des eigenen 
Rezeptors stehen. Im Gegensatz dazu sprechen unsere Daten der positiven Regulation der LRP6-
Expression nach Wnt3a-Stimulation für einen anderen negativen feedback-Mechanismus, auf den 
noch näher eingegangen wird (siehe Abb. F-1). 
 
Schon vor längerer Zeit wurde über die Homo-Dimerisierung von LRP6 nach Überexpression in 
HEK293-Zellen berichtet. Diese Homo-Dimerisierung hatte eine Inaktivierung des Rezeptors zur 
Folge, was die Vermutung nahe legte, dass die Wnt-Bindung eine Konformationsänderung der 
extrazellulären Domäne induziert. Aufgrund des Wegfalls einer allosterischen Inhibition der 
intrazellulären Regionen erfolgte eine Separation der Domänen und damit die Bildung einer 
aktiven Form (Liu et al., 2003), die mit der Induktion des � -Catenin/Tcf-Signaling einherging. Diese 
Erkenntnisse konnten nun kürzlich auf die endogene LRP6-Expression einer murinen embryonalen 
Fibroblastenzellinie (NIH3T3) ausgeweitet werden, in denen LRP6 ebenfalls in einer offensichtlich 
inaktiven dimeren Form auf der Zelloberfläche vorkommt (Khan et al., 2007). Ob LRP6 homo- oder 
heterodimere Komplexe beispielsweise mit LRP5 oder auch Oligomere höherer Ordnung bilden 
kann, ist bisher ungeklärt. Die Arbeitsgruppe um Anna Bafico (Khan et al., 2007) konnte zeigen, 
dass die Wnt3a-Stimulation zu einer Liganden-induzierten Clathrin- und Caveolin-vermittelten 
Internalisierung von LRP6 führt. Diese resultiert intrazellulär in einer Phosphorylierung des 
Rezeptors und der Assoziation mit Axin, die abhängig von der Dauer der Stimulation ist. Demnach 
wird LRP6 nach Ausbleiben der Stimulation „recycled“ und gelangt wieder zur Membran, worauf 
der Rezeptor einer nächsten Runde der Internalisierung unterzogen werden kann. 
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LRP6LRP6LRP6LRP6----KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    
Um die Rolle des LRP6-Rezeptors in hMSC detaillierter zu untersuchen, wurde wiederum ein RNAi-
basierter Ansatz angewandt. Entsprechend den phänotypischen Effekten - wie gesteigerte Proli-
feration und Invasionsfähigkeit infolge des LRP6-Knockdowns in hMSC - konnte eine Induktion der 
Wnt-Zielgen-Expression beobachtet werden.  
Dies entspricht den Beschreibungen von Zellkulturstudien, die ergaben, dass die Modifikation der 
extrazellulären Region von LRP6 mit verbleibender Membranverankerung zu einer konstitutiven 
Aktivierung des Wnt/� -Catenin-Weges führt (Liu et al., 2003). Während allerdings in der Arbeit von 
Liu et al. mit Hilfe des TOP-Reporter Assays nur indirekt die Beteiligung von � -Catenin gezeigt 
werden konnte, erfolgte dies im Rahmen unserer Arbeit über den direkten Nachweis des Protein-
niveaus von � -Catenin nach Knockdown von LRP6. Die gleichzeitige Beteiligung von � -Catenin an 
der Induktion der Wnt-Zielgene konnte darüber hinaus mit Hilfe eines Kotransfektionsexperi-
mentes klar demonstriert werden. Während der Knockdown von LRP6 alleine die Erhöhung der 
Wnt-Zielgen Transkriptmengen bewirkte, war dies nach Kotransfektion der � -Catenin- und LRP6-
siRNA - und damit des gleichzeitigen Knockdowns beider Gene - ebenso wie nach singulärem 
Knockdown von � -Catenin nicht mehr möglich.  

Im Bestreben, die Rezeptorkomposition für die Wnt3a-Ligandenbindung näher zu charakteri-
sieren, wurden Experimente durchgeführt, die eine diesbezügliche Aussage ermöglichen sollten. 
Zwar war der Nachweis der direkten Bindung von Wnt3a und LRP6 nicht Gegenstand der in der 
vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente, dennoch konnten bereits Hinweise auf eine 
untergeordnete Rolle von LRP6 als Wnt3a-Rezeptor in der hMSC-Biologie erhalten werden. Das für 
diesen Zweck konzipierte Experiment basierte auf der Wnt3a-abhängigen transkriptionellen Induk-
tion des Wnt-Zielgens Cyclin D1. Während die Anhebung der Transkriptlevel nach Stimulation mit 
Wnt3a in LRP6-Knockdown-Zellen ebenso wie in den Kontrollzellen möglich war, konnte dies in 
LRP5-Knockdown-Zellen nicht mehr beobachtet werden, was eine unterschiedliche Rolle beider 
LRPs vermuten lässt. Über die Wichtigkeit von LRP5 für die Wnt3a-vermittelte Signalweiterleitung 
wurde auch in anderen Arbeiten berichtet (Kato et al., 2002). In meiner Arbeit lieferte die Abwesen-
heit beider Rezeptoren durch Kotransfektion der LRP5- und LRP6-siRNA ein ähnliches Bild wie der 
singuläre Knockdown von LRP5, was wiederum die Wichtigkeit von LRP5 für die Weiterleitung des 
Wnt3a-vermittelten Signals verdeutlicht.  
Gewiss muss der Knockdown von LRP6 auch auf Proteinebene noch sichergestellt werden, um die 
Aussage zu untermauern, dass LRP6 nur eine untergeordnete Rolle in der Weiterleitung des 
Wnt3a-Signals spielt. Ferner stehen eine Analyse des LRP6-Promotors hinsichtlich möglicher 
Tcf/Lef-Bindungsstellen und gegebenenfalls Promotorstudien noch aus, die eventuell die trans-
kriptionelle Induktion von LRP6 nach Wnt3a-Stimulation in hMSC erklären könnten.  

Zusammenfassend betrachtet implizieren die erzielten Ergebnisse eine inhibitorische Funktion für 
LRP6 im basalen Wnt-Aktivierungszustand der unstimulierten hMSC. Allerdings sollte Wnt3a unter 
solch basalen Kultivierungskonditionen keine Rolle für den Aktivierungszustand des Wnt-
Signalweges spielen, da es von hMSC selbst nicht exprimiert wird (Etheridge et al., 2004). Vielmehr 
scheint es in der natürlichen Nische der hMSC in der Stromamatrix des Knochenmarks exprimiert 
zu sein, was in-vivo durchaus auf eine Rolle in der Wnt3a-vermittelten Regulation der hMSC-
Population hindeutet (Baksh and Tuan, 2007). Aus diesem Grund wurde die Expression anderer 
intrinsisch exprimierter Wnt-Liganden wie z.B Dkk-1 in hMSC untersucht.  
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ExpressionExpressionExpressionExpression    von Dkkvon Dkkvon Dkkvon Dkk----1111    
Grundsätzlich werden in Vertebraten vier Hauptmitglieder der Dkk-Familie unterschieden, von 
denen Dkk-1 als erstes beschrieben wurde und als direktes transkriptionelles Wnt-Zielgen eine 
Sonderstellung einnimmt (Niida et al., 2004; Gonzalez-Sancho et al., 2005). Diese Beobachtung, die 
zunächst in Kolon-Karzinomzellen gemacht wurde und einen negativen feedback-Mechanismus 
des Wnt-Signalweges darstellt, konnten wir auch in hMSC bestätigen. So waren die Dkk-1-
Transkriptlevel nach Wnt3a-Stimulation von hMSC induziert, während die Expression nach 
Knockdown von � -Catenin deutlich vermindert war. Auch in diesem Falle bestätigte sich die Induk-
tion der Wnt-Zielgene nach Knockdown von LRP6, da auch das Dkk-1-Expressionsniveaus klar 
erhöht war.  

Der Mechanismus der Inhibition des kanonischen Wnt/� -Catenin-Signalweges durch Dkk-1 wurde 
zeitgleich von zwei Gruppen beschrieben und machte deutlich, dass Dkk-1 weder an Wnt bindet 
noch die Wnt-Fzd Interaktion beeinflusst (Semenov et al., 2001; Bafico et al., 2001). Vielmehr 
zeigten cross-linking-Experimente, dass Dkk-1 in einem binären 1:1-Komplex mit LRP6 assoziiert 
und damit die Fähigkeit des LRP6-Rezeptors einschränkt, mit Wnt/Fzd zu interagieren. Diese 
Arbeiten schließen einen Mechanismus aus, durch den Dkk-1 durch Bindung an LRP6 ein inhibito-
risches Signal ins Zellinnere weiterleitet. Vielmehr scheint Dkk-1 nach LRP6-Bindung eher sterisch 
die funktionelle Interaktion zwischen Wnt und seinem Rezeptor-Komplex zu stören (Bafico et al., 
2001).  
 
Auch aus der Literatur ist bekannt, dass Dkk-1 (Bafico et al., 2001; Semenov et al., 2001) und Dkk-2 
(Li et al., 2002) Liganden von LRP6 darstellen. Darüber hinaus wurde erst kürzlich mouse Cristin/R-
spondin (roof plate-specific spondin) als weiterer Ligand für LRP6 beschrieben (Nam et al., 2006). 
Dieser stammt aus einer Familie sezernierter konservierter Proteine (Kamata et al., 2004; 
Kazanskaya et al., 2004), von denen es vier unterschiedliche Mitglieder im humanen System gibt 
(Kim et al., 2006), wobei humanes R-Spondin1 als Aktivator des Wnt-Signalweges gilt (Wei et al., 
2007). Das aktivierende Potential scheint dabei über eine Inhibition der durch Dkk-1 vermittelten 
Internalisierung von LRP6 mediiert zu werden (Binnerts et al., 2007). Darüber hinaus kommt es 
durch R-Spondin1 zu einer Phosphorylierung von LRP6. Dies ist besonders interessant, da die 
Phosphorylierung von LRP6, die in der Stabilisierung von � -Catenin und damit der Aktivierung des 
kanonischen Wnt-Signalweges resultiert, einerseits durch Wnt3a verstärkt und andererseits durch 
simultane Stimulation mit Dkk-1 antagonisiert werden kann (Wei et al., 2007). Diese Erkenntnisse 
gepaart mit dem in weiten Teilen mit Wnt-Proteinen überlappenden Expressionsmuster auch 
während der Embryogenese sprechen für einen positiven feedback-Mechanismus der R-Spondine, 
der den Wnt-Signalweg verstärken kann. Die Expression der R-Spondine in hMSC wurde bisher 
nicht untersucht, wäre allerdings von außerordentlich hohem Interesse, vor allen Dingen, weil 
Dkk-1 als Antagonist der R-Spondine intrinsisch in hMSC exprimiert wird (Gregory et al., 2003), 
was mit den in unserer Arbeit erhobenen Daten übereinstimmt. Eigene Vorarbeiten (hier nicht 
dargestellt) zeigten inzwischen, dass hMSC auch R-Spondin1 auf mRNA-Ebene exprimieren, womit 
eine wichtige Voraussetzung für dessen Funktion in hMSC gegeben ist.  
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Inhibitorische Wirkung vonInhibitorische Wirkung vonInhibitorische Wirkung vonInhibitorische Wirkung von    DkkDkkDkkDkk----1111    
Neben der Regulation der Dkk-1-Transkriptlevel durch den Wnt/� -Catenin-Signalweg konnten wir 
auch den inhibitorischen Effekt von exogen zugegebenem Dkk-1 in hMSC zeigen, der in einer 
Reduktion der transkriptionellen Expressionslevel von MT1-MMP einen Tag nach Stimulation 
resultierte. Damit einhergehend war eine dosisabhängige Abnahme der Proliferation sowie der 
Invasivität nach Stimulation mit Dkk-1 feststellbar. Darüber hinaus konnte durch Zugabe eines 
neutralisierenden Antikörpers gegen Dkk-1 die Rolle von endogen exprimiertem Dkk-1 beleuchtet 
werden. Demnach zeigten derartig behandelte Zellen eine Induktion der Wnt-Zielgen-Expression, 
was wiederum bestätigt, dass hMSC in ihrem basalen Aktivierungszustand unter Zellkultur-
bedingungen Dkk-1 exprimieren.     
 
 
SchlussfolgerungSchlussfolgerungSchlussfolgerungSchlussfolgerung    
Aufgrund der erzielten Daten bezüglich LRP6 und Dkk-1 lässt sich folgende Hypothese hinsichtlich 
der Funktion dieser Faktoren im Wn/� -Catenin-Signalweg ableiten (Abb. F-1). In MSC existiert eine 
in hohem Maße regulierte Balance zwischen aktivierenden Signalen (wie den kanonischen Wnt-
Liganden oder z.B. auch den R-Spondinen) und inhibierenden Faktoren wie Dkk-1. Da Dkk-1 als 
Rezeptor für LRP6 zur Verfügung steht und damit die Bindung aktivierender Wnt-Liganden 
blockiert (Bafico et al., 2001), führt die Abwesenheit von LRP6 zu einer geringeren Inhibition des 
Wnt-Weges. Dies wiederum kann in einer gesteigerten Bindung von Wnt-Liganden resultieren, 
wobei der Wnt-Weg durch Akkumulation und Translokation von � -Catenin in den Zellkern aktiviert 
und somit die Induktion der Wnt-Zielgen-Expression möglich wird. 

Über die Frage, welche Liganden den Wnt/� -Catenin-Signalweg aktivieren und von hMSC selbst 
exprimiert werden, wurde bereits spekuliert. Hier bieten sich neben Wnt3a weitere Wnt-Proteine 
ebenso wie die neuerdings beschriebenen nicht mit Wnt verwandten Mediatoren R-Spondin1 und 
auch Norrin an. So konnte z.B. gezeigt werden, dass Norrin als Ligand für den Fzd4/LRP6-Rezep-
torkomplex fungiert (Xu et al., 2004), was einen hoch spezifischen Prozess darstellt (Smallwood et 
al., 2007).  
 
 

    

    

    

    

    

        

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  FFFF----1111: : : : Hypothese zur Erklärung derHypothese zur Erklärung derHypothese zur Erklärung derHypothese zur Erklärung der    transkriptionellen Wnttranskriptionellen Wnttranskriptionellen Wnttranskriptionellen Wnt----ZielgenZielgenZielgenZielgen----IIIInduktion nach nduktion nach nduktion nach nduktion nach KnockdownKnockdownKnockdownKnockdown    von LRP6.von LRP6.von LRP6.von LRP6.    

Im Basalzustand von hMSC liegt eine Balance (Mitte) vor zwischen der Situation, bei der die Wnt-Bindung zur 
Aktivierung des Wnt-Signalweges führt (links) und dem Zustand, in dem der Wnt-Weg durch Dkk-1-Bindung 
inhibiert wird (rechts). Deswegen bewirkt der Knockdown von LRP6 eine Verschiebung des Gleichgewichts 
zugunsten des aktivierten Status.  
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F.2F.2F.2F.2 Wnt/Wnt/Wnt/Wnt/� ----CaCaCaCatenintenintenintenin----Signalweg in mMSCSignalweg in mMSCSignalweg in mMSCSignalweg in mMSC    

HintergrundHintergrundHintergrundHintergrund    

Obwohl die bisher beschriebenen in vitro-Daten von hMSC lediglich Hinweise auf die Wichtigkeit 
des Wnt/� -Catenin-Signalweges unter physiologischen Bedingungen liefern können, stellen sie 
trotzdem die Grundlage für weiterführende Experimente dar. Gemeint ist die Etablierung eines 
verlässlichen in vivo-Modells, das die Untersuchung der Rolle des kanonischen, durch Wnt3a 
vermittelten Signalweges im natürlichen Zellverband ermöglicht. Beispiele hierfür sind artifizielle 
transgene Tiermodelle, die eine Visualisierung der Wnt-Aktivität über das Einbringen eines 
transkriptionell Tcf/Lef-abhängigen Reporters wie � -Galaktosidase oder GFP (green fluorescent 
protein), ermöglichen (Maretto et al., 2003; Moriyama et al., 2007). Hierbei handelt es sich vor allen 
Dingen um Mausmodelle. Allerdings wurden die Komponenten des Wnt-Signalweges in mMSC im 
Speziellen bisher nicht erforscht, was aber eine zwingende Voraussetzung für die Konzeption von 
geeigneten in vivo-Modellen darstellt, die auch eine Übertragbarkeit der Ergebnisse auf die 
klinische Situation erlauben.  
 
mMSC besitzen ebenso wie die Pendants im humanen System die Fähigkeit, in Knochen, Knorpel, 
Fett und Muskel zu differenzieren (Pereira et al., 1995). Darüber hinaus ergaben weiterführende 
Experimente, dass mMSC in neuronale Vorläuferzellen (Woodbury et al., 2000) und in vitro wie in 
vivo in Lungen- und Nierenepithel (Anjos-Afonso et al., 2004) differenzieren können. Dies macht 
sie zu viel versprechenden Kandidaten für die Überprüfung des therapeutischen Potentials von 
mesenchymalen Stammzellen in klinikrelevanten in vivo-Mausmodellen.  
 
Die meisten therapeutischen Ansätze beinhalten eine Gewinnung der Zellen aus dem jeweiligen 
Individuum, eine selektive Anreicherung und gegebenenfalls genetische Modifikation ex vivo sowie 
die finale Reimplantation in vivo. Allerdings konnte während dieser Prozesse speziell bei mMSC das 
Auftreten von Chromosomenanomalien und damit eine gehäuft einhergehende maligne Transfor-
mation beobachtet werden. Bei systemischer Infusion von mMSC wurde ein Einwandern ins Lun-
genparenchym beobachtet, was schließlich zu einer Osteosarkom-Bildung führte (Aguilar et al., 
2007; Tolar et al., 2007). Ähnliche Vorgänge konnten bei hMSC wohl aufgrund ihrer noch sehr 
beschränkten klinischen Anwendung bislang nicht beobachtet werden.  
 
Hinsichtlich der Überprüfung des Wnt/� -Catenin-Signalweges und seines möglichen Einflusses auf 
eine verbesserte Geweberegeneration, der aufgrund seiner Beteiligung an den migratori-
schen/invasiven Eigenschaften von hMSC impliziert ist, ist die Etablierung eines geeigneten Maus-
modells von großem Interesse. Als wesentliche Voraussetzung dafür sollten deshalb in diesem 
Promotionsprojekt bereits die basalen Komponenten des Wnt/� -Catenin-Signalweges in mMSC 
untersucht werden, um später das mögliche Auftreten abweichender in vivo-Effekte im Vergleich 
zu Daten aus hMSC-Zellexperimenten erklären zu können 
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F.2.1F.2.1F.2.1F.2.1 Aktivierung des Signalweges Aktivierung des Signalweges Aktivierung des Signalweges Aktivierung des Signalweges     

 
TOPTOPTOPTOP----ReportersystemReportersystemReportersystemReportersystem----basierte Analyse basierte Analyse basierte Analyse basierte Analyse der der der der � ----CCCCateninateninateninatenin----abhängigeabhängigeabhängigeabhängigennnnTranskriptionTranskriptionTranskriptionTranskription    
Die Experimente mit mMSC wurden ebenso konzipiert wie diejenigen mit humanen MSC. Zunächst 
erfolgte die Stimulation der Zellen mit Wnt3a und LiCl, was zur Akkumulation wie auch zur 
Translokation von � -Catenin in den Zellkern führte und entsprechend durch Western Blot- bzw. 
RT-PCR-Analysen gezeigt werden konnte.  

Zusätzlich zu den in hMSC gewählten Nachweismethoden wurde aber im Falle der mMSC auch das 
TOP-Reporter-System verwendet, das die Visualisierung einer � -Catenin-abhängigen Expression 
eines Reportergens (wie z.B. Luciferase) möglich macht und zukünftig auch im in vivo-Mausmodell 
eingesetzt werden könnte. Dieses 1997 erstmalig beschriebene System (Korinek et al., 1997), das 
aufgrund der Tcf/Lef-Bindungsstellen im Promoter des Reportergens einen Indikator für dessen 
� -Catenin-abhängige Expression darstellt, konnte in hMSC nicht erfolgreich angewandt werden. 
Der Grund hierfür lag in der sehr geringen basalen Zellteilungsrate kombiniert mit der fort-
schreitenden Seneszenz der hMSC während der Kultivierung. Diese beiden Aspekte fallen bei den 
mMSC weniger stark ins Gewicht, da sie eine deutlich stärkere Proliferationsrate aufweisen 
(Meirelles and Nardi, 2003), was eine stabile Transfektion des Reporterplasmids möglich machte. 
 
Einfluss auf die Regulation von WntEinfluss auf die Regulation von WntEinfluss auf die Regulation von WntEinfluss auf die Regulation von Wnt----ZielgenenZielgenenZielgenenZielgenen    
Der im Rahmen dieser Arbeit generierte Vektor nutzt die Vorteile einer sezernierten Form der 
Luciferase aus dem Tiefsee-Cephalopoden Gaussia princeps (Tannous et al., 2005) zum Nachweis 
ihrer � -Catenin-abhängigen Expression. So konnte die durch Wnt3a- bzw. LiCl-Stimulation gestei-
gerte Translokation von � -Catenin in den Zellkern durch die Induktion und extrazelluläre Frei-
setzung der Gaussia-Luciferase-Aktivität bestätigt werden. Umso mehr erstaunten die Ergebnisse 
der Analyse der Expression endogener Wnt-Zielgene, da im Gegensatz zu hMSC lediglich die 
Expression von Cyclin D1 und nicht diejenige von MT1-MMP induziert war. Dies deutet darauf hin, 
dass die mRNA-Expression von MT1-MMP in mMSC - anders als in hMSC - nicht unter der 
Kontrolle des Wnt-Signalweges steht.  
 
Ähnliche Ergebnisse wurden kürzlich für die murine prämyoblastische Vorläuferzelllinie C2C12 
beschrieben, bei der die Stimulation mit Wnt3a nicht in der transkriptionellen Induktion der MT1-
MMP-Expression resultierte (Nakashima and Tamura, 2006). Ein Grund hierfür könnte in der 
unterschiedlichen Struktur des humanen und murinen MT1-MMP-Promotors liegen.  
Betrachtet man nämlich den Promotor in beiden Spezies indem man ein 2600 bp langes Fragment 
oberhalb des Starcodons vergleicht, so findet man im humanen Promotor neben den bereits 
publizierten Tcf/Lef-Bindungsstellen an den Positionen -1404 bis -1411 sowie -900 bis -907 
(Takahashi et al., 2002) noch eine weitere an Position -2567 bis -2574. Interessanterweise scheint 
nur die Consensus-Sequenz an Position -900 bis -907 im murinen Promotor des MT1-MMP Gens 
konserviert zu sein. Dies könnte ein Grund für die ausbleibende Induktion der mRNA-Expression 
von MT1-MMP sowohl nach Wnt3a- als auch nach LiCl-Stimulation in den von uns beschriebenen 
Studien gewesen sein.  
    
    
    



 

100      DISKUSSION 

Einfluss auf das Einfluss auf das Einfluss auf das Einfluss auf das ProlferationsverhaltenProlferationsverhaltenProlferationsverhaltenProlferationsverhalten    
Analog zu den Studien in hMSC wurden die Folgen der Stimulation und damit Aktivierung des 
Wnt/� -Catenin-Signalweges auf die Zellteilungsrate der mMSC untersucht. Hier konnte im Falle 
von Wnt3a eine deutlich dosisabhängige Induktion der Proliferationsrate über einen Zeitraum von 
vier Tagen beobachtet werden, die im Einklang mit der transkriptionellen Induktion der Cyclin D1-
Expression steht (Massague, 2004). Dies entsprach den Effekten der Stimulation in hMSC, aller-
dings konnte die Erhöhung der Proliferation zu einem früheren Zeitpunkt, und ebenso wie die 
Induktion der Wnt-Zielgen-Expression, bei niedrigeren Konzentrationen beobachtet werden. Da das 
von uns verwendete rekombinante Wnt3a murinen Ursprungs war, ist besonders hervorzuheben, 
dass vergleichbare Effekte bei mMSC mit jeweils etwa der Hälfte der eingesetzten Konzentration 
beobachtet werden konnten (75 ng/ml in mMSC versus 150 ng/ml Wnt3a in hMSC).  
Einen weiteren Gegensatz zu hMSC ergab die Behandlung mit LiCl, dessen Fähigkeit, den Wnt-
Signalweg zu aktivieren (Klein and Melton, 1996), durch Anstieg der Cyclin D1-Expression (10 mM 
LiCl) ebenso wie durch � -Catenin-abhängige Gaussia-Luciferase-Expression (4 mM und 10 mM) 
gezeigt werden konnte, wenngleich diese Effekte auch weniger deutlich ausgeprägt waren als bei 
der Stimulation mit Wnt3a. Die niedrigere Stimulationskraft von LiCl ist auch aus der Literatur be-
kannt (Sievers et al., 2006). Allerdings war mit LiCl kein positiver Einfluss auf das Wachstums-
verhalten der mMSC feststellbar. Lediglich der auch in hMSC beobachtete negative, vermutlich 
apoptotische Effekt konnte mit 40 mM LiCl festgestellt werden. Dieser mag an der nicht eindeutig 
festgelegten Substratspezifität von LiCl liegen, das neben GSK-3�  auch andere Proteine beeinflusst 
(Price and Heninger, 1994). So spielt LiCl z.B. im Gylocogen-Metabolismus eine Rolle und hat eine 
inhibitorische Funktion auf die Inositol-Monophosphatase, die für die Generierung des second 
messengers IP3 (Inositoltriphosphat) benötigt wird (Hallcher and Sherman, 1980). Während 
GSK-3�  schon bei geringen Konzentrationen auf die LiCl-Behandlung reagiert, scheinen höhere 
Konzentrationen andere Substrate zu betreffen, was mit negativen Effekten auf die Zellen 
einhergehen kann.  
 
Einfluss auf das Einfluss auf das Einfluss auf das Einfluss auf das InvasionsverhaltenInvasionsverhaltenInvasionsverhaltenInvasionsverhalten    
Da die Aktivierung des Wnt/� -Catenin-Signalweges in hMSC mit einer gesteigerten Invasions-
fähigkeit einherging, wurde auch das invasive Verhalten der mMSC infolge der Wnt-Aktivierung 
untersucht. Überraschender Weise resultierte aber weder die Stimulation mit Wnt3a noch die mit 
LiCl in einer erhöhten Invasionsrate durch Matrigel. Vielmehr konnte im Falle der Wnt3a-Stimu-
lation eine geringe und im Falle der LiCl-Behandlung eine deutliche Verminderung der Invasion 
beobachtet werden. Die drastische Reduktion der Invasivität von LiCl-behandelten Zellen trat bei 
Konzentrationen von 4 mM und 10 mM auf und kann somit nicht auf möglicherweise apop-
totische Effekte zurückgeführt werden, die bei den Proliferationsuntersuchungen erst bei 40 mM 
zu beobachten waren. 
 
Die niedrigere Invasivität von mMSC könnte zumindest teilweise durch die Beobachtung erklärt 
werden, dass die MT1-MMP-mRNA-Expression in Mauszellen nicht unter der Kontrolle des 
Wnt/� -Catenin-Weges steht (Nakashima and Tamura, 2006). Darüber hinaus weisen die eigenen 
Daten in mMSC, wie bereits erwähnt, auf eine repressive Funktion des Wnt/� -Catenin-Signalweges 
hinsichtlich der MT1-MMP-Expression hin.  
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Um zu untermauern, dass es bei den im Invasionsassay eingesetzten Zellen trotz fehlender Effekte 
der Wnt-Aktivierung auf die Invasivität dennoch zu einer Aktivierung des Wnt-Signalweges und 
damit zu einer Translokation von � -Catenin gekommen war, wurden zusätzlich Reporter-mMSC 
eingesetzt. Während die dreitägige Vorstimulation mit Wnt3a in einer deutlich dosisabhängigen 
Induktion der Gaussia-Reporter-Aktivität resultierte, konnte in den gleichen Zellen wiederum keine 
Induktion der Invasionsfähigkeit beobachtet werden.  
 
Zusammenfassend lassen diese Daten den Schluss zu, dass die Cyclin D1-mRNA-Expression in 
mMSC genauso wie in den humanen Pendants über den Wnt/� -Catenin-Weg reguliert wird, 
wohingegen die MT1-MMP-Expression offenbar nicht über diesen Mechanismus gesteuert wird. 
Dem zu Folge scheint die Rolle des Wnt-Signalweges auf die Steuerung des Proliferationverhaltens 
der mMSC beschränkt zu sein. Allerdings steht eine detaillierte Analyse anderer an der Invasion 
beteiligter Proteasen wie MMP-2 und MMP-9 ebenso wie die Untersuchung der Rolle der natür-
lichen Inhibitoren dieser Proteasen, der TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases), vor allen 
Dingen im Vergleich zu hMSC noch aus (Ries et al., 2007; De Becker et al., 2007). 
 

F.2.2F.2.2F.2.2F.2.2 Inhibition des SignalwegesInhibition des SignalwegesInhibition des SignalwegesInhibition des Signalweges    

Vergleichbar mit den Experimenten in hMSC wurde auch in mMSC ein dualer Ansatz verwendet, 
um die Rolle des Wnt-Signalweges in dieser Stammzellpopulation zu untersuchen. Hierbei erfolgte 
der siRNA-vermittelte Knockdown von � -Catenin mit geringerer Effizienz als bei hMSC, während 
der von LRP5 ähnlich stark ausgeprägt war. 
Allerdings konnte der in hMSC lang andauernde Knockdown-Effekt von mehr als sieben Tagen in 
mMSC nicht reproduziert werden, was an der deutlich höheren Proliferationsrate der mMSC liegen 
könnte. Dass die bei einer höheren Proliferation auftretende Verdünnung der siRNAs und die damit 
kürzer währende Knockdown-Dauer an der Zellteilungsrate und nicht an der Zell-internen Halb-
wertszeit der siRNAs liegt, zeigte eine Studie, die eine klare Abhängigkeit der siRNA-Effekte von der 
Proliferationsrate der transfizierten Zellen beschrieb (Bartlett and Davis, 2006).  
 
Auch in den Inhibitionsstudien galt die Visualisierung der subzellulären Verteilung von � -Catenin 
als Indiz für den Aktivierungsstatus des Wnt-Signalweges. Hierbei konnte sowohl nach Knockdown 
von � -Catenin als auch von LRP5 eine verminderte Gaussia-Luciferase-Aktivität beobachtet 
werden, wodurch die Inhibition des Wnt/� -Catenin-Weges nachgewiesen worden war. Nichts-
destotrotz war nur eine Reduktion des Cyclin D1-mRNA-Expressionsniveaus erkennbar, während 
die Transkriptmengen von MT1-MMP nach Knockdown von � -Catenin und LRP5 unverändert blie-
ben.  
In ähnlicher Weise war auch lediglich die Proliferation und nicht die Invasivität der siRNA- 
transfizierten mMSC beeinflusst. Während der LRP5-Knockdown zu einer verminderten Zelltei-
lungsrate der transfizierten Zellen führte, war dieser Effekt nach Knockdown von � -Catenin 
weniger stark ausgeprägt. Dies könnte in der geringeren Knockdown-Effizienz der eingesetzten 
� -Catenin-siRNA im Vergleich zu derjenigen für LRP5 begründet sein.  
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Ebenfalls analog zu den hMSC-Daten konnte auch in mMSC ein direkter Zusammenhang zwischen 
der Cyclin D1-Expression und der Proliferationsfähigkeit der Zellen gezeigt werden, da der Knock-
down von Cyclin D1 in einer verminderten Proliferationsrate resultierte. Ausserdem konnte die 
Wnt3a-vermittelte Induktion der Zellteilungsrate in Cyclin D1-Knockdown-Zellen nicht mehr 
erreicht werden. Ob Cyclin D1 auch für die Invasion der mMSC relevant ist, wie es für andere Zell-
typen beschrieben wurde (Li et al., 2006), ist im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht untersucht 
worden.  
 

F.2.3F.2.3F.2.3F.2.3 Überexpression von Wnt3a in mMSC Überexpression von Wnt3a in mMSC Überexpression von Wnt3a in mMSC Überexpression von Wnt3a in mMSC     

Sowohl in hMSC als auch in mMSC konnte gezeígt werden, dass Wnt3a den kanonischen, 
� -Catenin-abhängigen Wnt-Signalweg aktivieren kann. Dennoch wird dieser Wnt-Ligand von 
hMSC nicht endogen exprimiert. Ob dagegen mMSC Wnt3a bilden können, ist bisher nicht unter-
sucht worden.  
 
Da aus der Literatur bekannt ist, dass die Expression und vor allen Dingen die Sekretion des aktiven 
Wnt3a-Proteins ein komplexer Prozess ist, wollten wir testen, ob murine mesenchymale Stamm-
zellen in der Lage sind, Wnt3a infolge einer Überexpression zu sezernieren. Nach Synthese im ER 
wird Wnt3a glykosyliert und durch das ER-Protein porcupine palmytoiliert (Kadowaki et al., 1996), 
woraufhin es aus dem Golgi-Apparat austretend vermutlich in Vesikeln an die Zelloberfläche 
gebracht wird. Der Prozess der Sezernierung konnte erst kürzlich mit der Entdeckung des wntless 
(WLS) Proteins aufgeklärt werden, das unabhängig von der Lipidmodifikation essentiell für die 
Sekretion Wnt-exprimierender Zellen nötig ist (Banziger et al., 2006; Bartscherer et al., 2006).  

Ob mMSC das Protein WLS exprimieren wurde bisher nicht beschrieben, allerdings deuten unsere 
Daten darauf hin, dass zumindest mMSC in der Lage sind, ektopisches Wnt3a zu exprimieren und 
in aktiver Form zu sezernieren. Dies konnte mittels eines Expressionsplasmids (pN3-Wnt3a) gezeigt 
werden, das im Labor generiert wurde und die kodierende Sequenz für humanes Wnt3a trägt. So 
ergab die transiente Transfektion des Plasmids pN3-Wnt3a in Tcf/Lef-Reporterzellen eine Erhöhung 
der Luciferase-Aktivität im Vergleich zu Kontrollzellen, die mit einem Leervektor behandelt wurden 
(pN3-Mock). Darüber hinaus deuten die erhöhten � -Catenin-Proteinmengen darauf hin, dass diese 
Induktion aufgrund der Sekretion und der anschließenden autokrinen Bindung an die Zellen 
erfolgte. Hiermit konnte zumindest für mMSC nicht nur die Fähigkeit nachgewiesen werden, das 
Wnt3a-Signal zu empfangen, es wurden vielmehr auch Hinweise auf die Möglichkeit, aktives 
Wnt3a zu sezernieren, erhalten.  
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F.3F.3F.3F.3 Komparative Analyse der Komparative Analyse der Komparative Analyse der Komparative Analyse der Expression von FrizzledExpression von FrizzledExpression von FrizzledExpression von Frizzled----RezeptorenRezeptorenRezeptorenRezeptoren                                                                
in hMSC und mMSCin hMSC und mMSCin hMSC und mMSCin hMSC und mMSC    

 
Frizzled-Rezeptoren sind aufgrund ihrer Struktur in die Familie der G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren (GPCR) einzuteilen, die mit etwa 50 % den Großteil der Zielstrukturen von Medikamenten 
einnehmen (Takahashi-Yanaga and Sasaguri, 2007). Dies hebt im besonderen Maße ihre Wichtig-
keit hervor und stellt, gepaart mit der Rolle des Wnt-Signalweges bei vielen entwicklungsbiolo-
gischen, neoplastischen und regenerativen Prozessen (Fodde and Brabletz, 2007; Aguilera et al., 
2007), ein außerordentlich interessantes und klinikrelevantes Forschungsfeld dar.  
 
Um die Frage nach dem bzw. den beteiligten Fzds an der Weiterleitung des Wnt3a-Signals in hMSC 
und mMSC zu beantworten, war zunächst eine genaue Kenntnis der Expression der 10 verschie-
denen Fzds von großer Bedeutung, was ebenfalls Gegenstand dieser Arbeit darstellte. Dabei konnte 
in hMSC die basale Expression aller Fzds gezeigt werden, allerdings in unterschiedlich hohen 
Expressionsraten, was vor allem im Fall der sehr niedrigen Expression von Fzd9 und Fzd10 deutlich 
wurde. Dies steht jedoch nur partiell im Einklang mit den bisher publizierten Daten. Denn zwei 
andere Arbeitsgruppen, die ebenfalls das Fzd-Expressionsprofil in hMSC untersuchten, kamen zu 
der Erkenntnis, dass Fzd9 (Boland et al., 2004) bzw. Fzd1, Fzd7, Fzd8 und Fzd10 (Etheridge et al., 
2004) nicht exprimiert werden.  
 
Ebenso wie in hMSC haben wir auch das Fzd-Expressionsprofil in mMSC untersucht, wozu es 
keinerlei Vergleichsdaten in der Literatur gibt. Mittels semiquantitativer RT-PCR konnte hierbei die 
Expression aller Rezeptoren nachgewiesen werden, wenn auch - entsprechend den hMSC-Daten - 
mit deutlich unterschiedlichen Expressionsleveln. Die Expression von Fzd10 stellte sich dabei im 
Vergleich zu den restlichen Rezeptoren, ähnlich zu den Untersuchungen in hMSC, auffällig niedrig 
dar. 
 
Insbesondere vor dem Hintergrund, dass Fzds als GPCRs putative Zielstrukturen für eine Medika-
mentenentwicklung darstellen und der Tatsache, dass in unseren Experimenten in hMSC vor allen 
Dingen Fzd8 besonders auffiel, scheint auch hier zukünftig ein Vergleich zur Situation in mMSC 
von ausserordentlich hohem Interesse. Um dann nämlich die Rolle von Fzd8 unter physiologischen 
Bedingungen für die MSC-Funktion genauer untersuchen zu können, würde sich ebenfalls ein 
in-vivo-Mausmodell anbieten, mittels dessen die Hypothese evaluiert werden könnte, dass Fzd8 
negativ reguliert wird, um das Wnt3a-vermittelte Signal einzudämmen.    
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F.4F.4F.4F.4 ResümeeResümeeResümeeResümee    des Wntdes Wntdes Wntdes Wnt----Signalweges in MSCSignalweges in MSCSignalweges in MSCSignalweges in MSC    
Wie in Abb. F-2 zusammenfassend dargestellt ist, wurden sowohl in hMSC als auch in mMSC 
diverse Komponenten des Wnt/� -Catenin-Signalweges auf verschiedenen Ebenen untersucht.  
 

        

Abb.  Abb.  Abb.  Abb.  FFFF----2222: : : : Schematischer Schematischer Schematischer Schematischer Überblick über die Kenntnisse des Wnt/Überblick über die Kenntnisse des Wnt/Überblick über die Kenntnisse des Wnt/Überblick über die Kenntnisse des Wnt/� ----CateninCateninCateninCatenin----Signalweges in MSC.Signalweges in MSC.Signalweges in MSC.Signalweges in MSC.    

  (Detaillierte Erklärung im Text) 

 
Die Stimulation mit Wnt3a bzw. LiCl konnte erfolgreich eingesetzt werden, um den kanonischen 
Wnt/� -Catenin-Signalweg zu aktivieren, was über die Analyse der Expression der Wnt-Zielgene 
Cyclin D1 und MT1-MMP erfolgte. Zudem resultierte die Aktivierung in einer gesteigerten Zelltei-
lungsrate ebenso wie in einer Erhöhung der Invasivität der MSC, wobei die invasionsregulierende 
Funktion des Wnt-Signalweges erstmalig für hMSC gezeigt werden konnte. Konträre Daten wurden 
bei der Analyse der gleichen Prozesse in murinen MSC erhalten, da die Stimulation dieser Zell-
population mit Wnt3a in einer verminderten Expression von MT1-MMP resultierte, was auch mit 
einer reduzierten Invasivität einherging.  
Eine zusätzliche Bestätigung der Beobachtungen in hMSC wurde in den Knockdown-Experimenten 
von � -Catenin und LRP5 bei hMSC erhalten, die darüber hinaus deutlich machten, dass es einen 
basalen Wnt-Aktivierungszustand in diesen Zellen gibt. Die Prozesse, die nach Wnt3a-Bindung an 
seinen putativ heterodimeren Rezeptor aus LRP5 bzw. LRP6 und Fzd im Zellinneren ablaufen und 
möglicherweise G-Proteine beinhalten, sind in hMSC gänzlich unerforscht und machen sie zu 
einem wichtigen zukünftigen Forschungsobjekt, insbesondere aufgrund der Tatsache, dass G-Pro-
tein-gekoppelte Rezeptoren eine wesentliche Zielstruktur für die Wirkung von zahlreichen 
Medikamenten darstellen. 
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Ebenso waren Experimente von außerordentlich hoher Priorität, die den Rezeptorkomplex für die 
Wnt3a-vermittelte Signalweiterleitung beinhalten. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten weisen 
auf eine essentielle Rolle von LRP5 hin, während LRP6 – entgegen den Erkenntnissen aus anderen 
Zellsystemen (Khan et al., 2007) – nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Dennoch kann 
der Nachweis einer Regulation der mRNA-Expression von LRP6 in hMSC durch Wnt3a-Stimulation 
von hMSC als sehr interessante Beobachtung gewertet werden. Dies ist besonders hinsichtlich der 
Funktion von LRP6 als Rezeptor für Dkk-1 von hohem Interesse. Dkk-1 wird ebenfalls von hMSC 
exprimiert und über den Wnt/� -Catenin-Signalweg reguliert. In hMSC haben wir auch eine konsti-
tutive Expression von Dkk-1 festgestellt. Betrachtet man die mRNA-Expression von LRP6 und 
Dkk-1 unter dem Gesichtspunkt der negativen feedback-Regulation, so führt möglicherweise die 
Induktion der beiden Gene zu einem Eindämmen des Wnt3a-vermittelten Signals. Dies könnte 
auch die beobachteten Effekte nach Knockdown von LRP6 erklären, wonach die Wnt-Zielgen-
Expression (gemessen an Cyclin D1, MT1-MMP sowie Dkk-1) induziert war.  

Insgesamt betrachtet scheint es eine in hohem Maße abgestimmte Balance zwischen aktivierenden 
und inhibierenden Signalen zu geben, die eine überschießende Aktivierung des Wnt/� -Catenin-
Signalweges verhindert. Dass dies auch eine hohe klinische Relevanz beinhaltet, wird durch eine 
Vielzahl von Berichten verdeutlicht, wonach eine Dysregulation des Wnt/� -Catenin-Signalweges 
mit Erbkrankheiten (Luo et al., 2007) oder malignen Entartungen (Polakis, 2007) einhergehen kann.    

Geht man allerdings nicht nur von einer parakrinen, sondern auch – wie im Falle von Dkk-1 - von 
einer autokrinen Regulation des Wnt/� -Catenin-Signalweges in hMSC aus, so steht die Suche nach 
anderen Wnt-Liganden noch aus. hMSC exprimieren Wnt3a nicht selbst, sondern scheinen in ihrer 
natürlichen Nische parakrin auf den Wnt3a-Stimulus zu reagieren (Baksh and Tuan, 2007). Wenn 
auch in der vorliegenden Promotionsarbeit nicht nach einem Wnt-Ligand gesucht wurde, der 
autokrin das kanonische Wnt-Signaling induzieren kann und möglicherweise antagonistisch zu 
Dkk-1 agiert, so existieren doch Vorarbeiten von anderen Forschergruppen, die auf autokrine Wnt-
Liganden hinweisen. So ist bekannt, dass hMSC beispielsweise in der Lage sind, Wnt5a zu expri-
mieren (Etheridge et al., 2004; Boland et al., 2004; Baksh et al., 2007), das je nach Rezeptorkomplex 
den kanonischen Wnt/� -Catenin-Signalweg sowohl aktivieren als auch inhibieren kann (Mikels and 
Nusse, 2006). Weitere, wenn auch nicht einheitliche Erkenntnisse wurden bezüglich der Expression 
des kanonischen Wnt-Liganden Wnt1 (Boland et al., 2004; Etheridge et al., 2004; Baksh et al., 
2007) oder des erst kürzlich beschriebenen Liganden R-Spondin1 erhoben, der seine Effekte 
ähnlich wie bzw. synergistisch zu Wnt3a ausübt (Wei et al., 2007). Dieser Ligand ist vor allem 
deshalb so interessant, weil Fzd8 und LRP6 als die verantwortlichen Rezeptoren beschrieben 
wurden (Nam et al., 2006).  
 
Wie wir hier zeigen konnten, werden sowohl LRP6 als auch Fzd8 in hMSC exprimiert, wobei die 
Fzd8-Expression einer negativen Regulation durch Wnt3a unterliegt. Bezüglich der Gesamtheit der 
Fzds konnte allerdings die Frage nach dem (den) beteiligten Fzd(s) für Wnt3a nur partiell beant-
wortet werden. So wurde erstmalig die Expression aller 10 Fzd in hMSC und mMSC nachgewiesen 
und gezeigt, dass Fzd8 in hMSC nicht selbst als Rezeptor für Wnt3a zu dienen scheint. Inwiefern 
die Fzd8-Regulation eine wesentliche Rolle für die Balance des Wnt/� -Catenin-Signalweges in 
hMSC spielt, bleibt zu untersuchen und stellt ein vorrangiges Ziel künftiger Arbeiten dar. 
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GGGG Schlussfolgerungen und Ausblick Schlussfolgerungen und Ausblick Schlussfolgerungen und Ausblick Schlussfolgerungen und Ausblick     
Abschließend bleibt festzustellen, dass zu Beginn der Promotionsarbeit die molekularen Mecha-
nismen des Wnt/� -Catenin-Signalweges in der MSC-Biologie weitgehend ungeklärt waren und z. T. 
auch jetzt noch sind. Die eigenen Daten konnten die Wnt-abhängige Regulation der Invasion 
zeigen und zumindest partiell dazu beitragen, den zugrunde liegenden Mechanismus aufzudecken. 
So lassen z.B. die Untersuchungen zur Expression von LRP6, Dkk-1 und Fzd8 sowie deren Rolle in 
der hMSC-Biologie auf eine feinjustierte Regulation des Wnt/� -Catenin-Signalweges schließen. 
Mit weiterführenden Analysen der verantwortlichen Mechanismen könnte langfristig der Grund-
stein für eine pharmakologische Manipulation des Wnt/� -Catenin-Signalweges gelegt werden, um 
zum einen Wnt-abhängige Tumoren besser bekämpfen zu können, ohne dabei Wnt-regulierte 
Stammzelleigenschaften zu beeinträchtigen. Zum anderen bietet ein detailliertes Verständnis 
dieser Signaltransduktionskaskade auch die Möglichkeit die regenerative Kapazität endogener 
Stammzellen nicht nur bei schweren Verletzungen, sondern auch im Rahmen von degenerativen 
Erkrankungen gezielt zu fördern. 

Die Bedeutung der Kenntnisse der Regulationsmechanismen des Wnt/� -Catenin-Signalweges in 
hMSC kommt insbesondere dann zum Tragen, wenn man seine Rolle in der Steuerung des Inva-
sionsverhaltens dieser Stammzellpopulation bedenkt. Besonders wichtig ist dies vor dem Hinter-
grund, dass der Wnt/� -Catenin-Signalweg auch bei zahlreichen Tumoren aufgrund genetischer 
bzw. epigenetischer Veränderungen persistierend aktiv ist. Dies führt schließlich dazu, dass derar-
tige Zellen stark proliferierende Eigenschaften eng assoziiert mit einem hohen invasiven Potential 
aufweisen, was die Grundvoraussetzung für den Status einer metastasierenden Tumorerkrankung 
darstellt. Somit läge es auf der Hand, Tumortherapien zu entwickeln, die eine Interferenz dieses 
gestörten Gleichgewichts in der Wnt-Signaltransduktionskaskade zum Ziel haben. Da aber die 
Steuerung von Stamm- und Tumorzellen oftmals durch dieselben Signaltransduktionskaskaden 
erfolgt, ist bei einer Inhibition des Wnt/� -Catenin-Signalweges im Rahmen einer Tumortherapie 
größte Vorsicht geboten, um nicht das endogene Stammzellpotential ebenfalls zu stören. Dies war 
z.B. in einem murinen Darmkrebs-Modell der Fall, wo durch adenovirale Dkk-1-Administration die 
gastrointestinale Stammzellnische zerstört wurde, was zum Tod der Mäuse führte (Kuhnert et al., 
2004).  

Grundsätzlich ist mit einem fundierten Wissen hinsichtlich der molekularen Mechanismen eine 
gezielte Manipulation des Wnt/� -Catenin-Signalweges auf jeder Ebene denkbar (Luo et al., 2007) 
(Abb. G-1), wie dies zum Teil auch in der vorliegenden Promotionsarbeit erfolgte.  

Auf der extrazellulärem Ebene angefangen, könnte man beispielsweise durch RNAi oder auch 
durch neutralisierende Antikörper die Liganden selbst in ihrer Funktion inhibieren oder die 
natürlichen Inhibitoren bzw. Antagonisten in Rahmen einer Tumortherapie einsetzen. So wurde z.B. 
die Invasionsfähigkeit von SAOS-2 Zellen durch ektopische Dkk-3 Expression und durch den Einsatz 
einer LRP5 dominant-negativen Mutante reduziert (Hoang et al., 2004). In einem anderen 
Experiment machte sich eine amerikanische Arbeitsgruppe die Wnt-bindenden Eigenschaften der 
CRD des Fzd8 zunutze und generierte damit einen löslichen Wnt-Rezeptor. Dieser konnte sowohl 
in-vitro und als auch in vivo appliziert werden und reduzierte das autokrine Wnt-Signal der 
Tumorzellen in kompetitiver Weise (DeAlmeida et al., 2007).  
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Neuerdings mehren sich auch Berichte über sog. small-molecules, die hinsichtlich ihres Effektes 
auf den Wnt/� -Catenin-Signalweg getestet werden. Ein Beispiel stellt das erst kürzlich beschrie-
bene Purin-Derivat QS11 dar, das in einem Hochdurchsatz-Screening von 100.000 solcher synthe-
tischer Heterozyklen gefunden wurde und synergistisch zu Wnt3a agiert (Zhang et al., 2007).  

 

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

    

Abb. Abb. Abb. Abb. GGGG----1111: Möglichkeiten zur Beeinflussung des Wnt/: Möglichkeiten zur Beeinflussung des Wnt/: Möglichkeiten zur Beeinflussung des Wnt/: Möglichkeiten zur Beeinflussung des Wnt/� ----CateninCateninCateninCatenin----SignalwegSignalwegSignalwegSignalwegeseseses....    

  (Detaillierte Beschreibung im Text) 
 

Auf intrazellulärer Ebene sind Manipulationen von APC und Axin2 denkbar, vor allen Dingen aber 
die direkte Wirkung auf cytoplasmatische � -Catenin-Level (Verma et al., 2003; Luu et al., 2004). 
Ebenso ist GSK-3�  als ein mögliches Ziel von pharmakologischem Interesse, was auch in der Ver-
gangenheit schon gezeigt wurde. Dies betrifft vor allem die Entdeckung der synthetischen Verbin-
dung 6-bromoindirubin-3´-oxime (BIO) und dessen Funktion als Agonist im Wnt-Signalweg (Sato 
et al., 2004).  

Auf nukleärer Ebene kommen insbesondere die Transkriptionsfaktoren der Tcf/Lef-Familie als 
Zielmoleküle (Lepourcelet et al., 2004) inklusive ihrer Interaktion mit � -Catenin in Frage. In diesem 
Kontext wurden bereits eine Vielzahl natürlicher Verbindungen daraufhin getestet, ob sie die 
Komplexierung von � -Catenin und Tcf/Lef verhindern können. 

Nicht zuletzt sollten bei einer therapeutischen Einflussnahme die möglichen Synergien des 
Wnt/� -Catenin-Signalweges mit anderen Signaltransduktionskaskaden bedacht werden. So wurde 
beispielsweise in hMSC die Kooperation des Wnt- mit dem TGF-� -Signalweg beschrieben, die nicht 
erst im Nukleus, sondern schon im Cytoplasma beginnt (Jian et al., 2006; Liu et al., 2006; Amini et 
al., 2007). Je weiter oben man in den Wnt/� -Catenin-Signalweg eingreift, desto wahrscheinlicher 
ist die Interferenz mit zusätzlichen Signalwegen, was allerdings auch von Vorteil sein kann, wenn 
man beispielsweise in Tumorzellen zwei Signalwege wie z.B. den Wnt/� -Catenin- und den TGF-� -
Signalweg gleichzeitig inhibieren will (Torrance et al., 2000).  
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