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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Stammzellen
111 Stammbaum der Zellen

Der menschliche Korper enthalt ca. 200 unterscheidbare Zelltypen. Der Stammbaum
aller Zellen beginnt mit der Zygote. Wahrend der Embryonalentwicklung entstehen
aus undifferenzierten Vorlauferzellen (Progenitorzellen) zunehmend spezialisierte
Zelltypen. In den Enden seiner Verzweigungen reprasentiert der Stammbaum
terminal differenzierte und spezialisierte Zellen des erwachsenen Korpers. An vielen
Verzweigungspunkten konnen die jeweiligen Zellen sich entweder reproduzieren
oder in der Differenzierung voranschreiten. Diese Zellen nennt man Stammzellen. Je
nach Gewebezugehorigkeit bzw. dem Gewebe, das sie schliel3lich bilden — hier ist
die Nomenklatur unsauber — heillen sie embryonale Stammzellen (ES), germinale
(Geschlechtszellen bildende), hamatopoetische (Blut bildende), somatische (Gewebe
bildende), mesenchymale (aus dem Mesenchym stammende) oder epitheliale
(Epithel (Haut) bildende) Stammzellen. Die Unterscheidung zwischen Stammzellen
und Vorlauferzellen wird zunehmend schwieriger, seit bekannt ist, dal} Zellen durch
Dedifferenzierung bzw. Reprogrammierung auf ein ontogenetisch primitiveres
Stadium zurlckfallen und anschlieBend in mehrere Gewebearten differenzieren
kénnen. Diese "Plastizitat" wird intensiv beforscht '. Viele Forscher bezweifeln
allerdings das Konzept der Plastitzitdt bzw. Transdifferenzierung, d.h. der
Differenzierung Uber die Grenzen des Keimblattes hinweg, aus der eine Zelle
urspriinglich stammte 2 °.

Stammzellen haben die Fahigkeit zur Autoreproduktion und sind nicht endgultig
differenziert. |hre Nachkommen sind entweder selbst Stammzellen oder
differenzierter als die Stammzelle, aus der sie hervorgegangen sind. Dies hangt
davon ab, ob sich die Stammzelle symmetrisch oder asymmetrisch teilt. Die Signale,
welche die Stammzelle aus der jeweiligen Mikroumgebung ihrer Nische erhalt und
welche dazu fuhren, dald die Stammzelle entweder einen Selbsterneuerungs- oder

einen Differenzierungszyklus startet, sind in Modellsystemen erforscht 43,
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Abbildung 1: Stammzellen kénnen sich selbst erneuern oder Uber transient amplifying cells zur
Differenzierung in die verschiedenen Gewebe des Korpers beitragen. Teile der Differenzierung
koénnen in vitro nachgestellt werden. Der entscheidene Nachweis der Differenzierungsfahigkeit, der
"Potenz" einer Stammzelle, erfolgt durch Implantation in ein Wirtstier und die Analyse der
Gewebeintegration. Pluripotente embryonale Stammzellen kénnen nach Implantation in Blastozysten
ganze Tiere regenerieren, multipotente hamatopoetische Stammzellen kénnen das blutbildende
System regenerieren, unipotente muskelresidente  Stammzellen koénnen Muskelgewebe
regenerieren....

Konzeptionell unterscheidet man zwischen totipotenten (lat. ,zu allem fahig®“) Zellen
wie der Zygote, pluripotenten (lat. ,zu vielem fahig“) Zellen wie den embryonalen
Stammzelle und multipotenten (lat. ,zu mehrerem fahig“) Zellen wie den
mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks. Diese Unterscheidung dient in
Deutschland als rationale Grundlage der Entscheidung, ob die Forschung mit einem
bestimmten Zelltyp ethisch vertretbar oder verwerflich ist. Danach ist die Forschung
mit totipotenten Zellen (ES-Zellen) nur unter strengen Auflagen straffrei, weil diese
Zellen das Potenzial eines ganzen Menschen in sich tragen und damit unter den
Embryonenschutz fallen. Es wird quasi die kleine Eichel mit der ausgewachsenen
Eiche gleichgesetzt. Die Forschung mit multipotenten mesenchymalen Stammzellen

gilt hier zu Lande als ethisch unbedenklich, weil aus diesen Zellen einzelne Gewebe

2.



Einleitung

und Organe, aber kein ganzer Mensch hervorgehen kdnnen. Diese Vereinfachung
verliert zunehmend an Trennscharfe, weil bereits Pluripotenz mesenchymaler
Stammzellen nachgewiesen wurde ® 7 und die (Re)-differenzierung von embryonalen
Stammzellen aus einer Eizelle ohne den Weg Uber eine Zygote gelang 8,

Der Status einer Stammzelle hangt in jedem Fall stark von den Faktoren der
jeweiligen Nische/Mikroumgebung ab, welche die Stammzellen schitzen, ihre
Eigenschaften erhalten und auRerdem festlegen, wie schnell und in welcher Art und

Weise (symmetrisch oder asymmetrisch) die Proliferation erfolgt °.

Morulae Embryoid Body., -

g 1)

Adipogenese :

»

N
.if “'-_

Abbildung 2: Differenzierungsstadien von Stammzellen. Zygoten bilden mehrzellige Aggregate wie
Morulae und Blastulae, aus denen embryonale Stammzellen (ES-Zellen) isoliert werden. In der
Gewebekultur differenzieren ES-Zellen Gber Embryokdrperchen (embryoid bodies) in Zellen aller drei
Keimblatter. Mesenchymale Stammzellen (MSCs) kdnnen ebenfalls mehrere Zelltypen hervorbringen,
darunter neuronale Zellen und Adipozyten. Bildmaterial IZKF BIOMAT., RWTH Aachen.

1.1.2 Embryonale Stammzellen
Embryonale Stammzellen werden als pluripotent bezeichnet, weil sich aus ihnen jede
Art von Zellen oder Geweben bilden kann, mit Ausnahme der Plazenta.
Embryonale Stammzellen kénnen auf dreierlei Weise gewonnen werden:
1. die Gewinnung von Zellen des Embryoblasten einer Blastozyste, welche im
Rahmen einer in-vitro-Fertilisation anfallt "
2. die Gewinnung primordialer Keimzellen (Vorlaufer von Ei- und Samenzellen)
aus friihzeitig abgegangenen oder abgetriebenen Foten '
3. der Zellkern einer Eizelle wird durch Kerntransfer gegen den Kern einer
somatischen Zelle ausgetauscht und man bringt die Eizelle mittels eines
elektrischen Impulses dazu, sich zu teilen; aus der entstehenden Blastozyste

kénnen die Zellen des Embryoblasten gewonnen werden '% 13

-3-
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Die Isolierung embryonaler Stammzellen ist ethisch umstritten und in Deutschland
durch das Embryonenschutzgesetz (EschG vom 13.12.1990) verboten, da sowohl
beim therapeutischen Klonen, als auch bei der Gewinnung von Stammzellen aus
nicht implantierten "Uberzahligen" Embryonen von in-vitro-Fertilisationen, die
verwendeten Embryonen zerstort werden (Bundesgesetzblatt 1990). Obwohl das im
April 2002 verabschiedete Stammzellgesetz den Import, die Gewinnung und die
Beforschung humaner, embryonaler Stammzellen verbietet, sind auf Antrag
Ausnahmen mdglich: Linien embryonaler Stammzellen sollen importiert werden
durfen, wenn sie vor dem Stichtag 1. Januar 2002 gewonnen wurden. Fur besonders
hohe Forschungsziele durfen diese Zellen unter Aufsicht des Robert-Koch-Institutes
importiert und straffrei beforscht werden.

Aufgrund ihrer hohen Telomeraseaktivitat kdnnen sich embryonale Stammzellen
unbegrenzt teilen. Sie kdnnen in Gewebetypen jedes Keimblattes differenzieren, so
z. B. der Magen-Darm-Trakt (Endoderm), Knochen, Muskulatur, Herz, Nieren
(Mesoderm), Haut, Augen und ZNS (Ektoderm). Darin liegt eine Gefahr, denn ES-
Zellen kénnen nach Transplantation auch unkontrolliert differenzieren und Teratome
oder gar maligne Teratokarzinome bilden, welche aus Zelltypen aller drei Keimblatter

bestehen ™ 1

. Daher mussen ES-Zellen vor der Implantation peinlich genau
vordifferenziert und von den undifferenzierten Vorlauferzellen abgetrennt werden.

In einer speziellen Kultivierungstechnik, der hanging drop culture, bilden embryonale
Stammzellen spontan sogenannte Embryokdrperchen, embryoid bodies (EBs) aus,
die Zelltypen aller drei Keimblatter beinhalten. Diese Technik wurde erstmals von
Anna Wobus am ehemaligen DDR-Akademieinstitut in Gatersleben beschrieben '
und bildet die Grundlage aller gangigen Differenzierungsprotokolle fur ES-Zellen.
Durch Zugabe bestimmter Wachstumsfaktoren kann die Differenzierung der EBs in
eine bestimmte Richtung gelenkt werden, z. B. in die neuronale Linie '®. Dazu
werden die Zellen vereinzelt und auf einer Schicht von Fltterzellen, den feeder layer
cells kultiviert. Fltterzellen sind in der Regel somatische Zellen, z. B. Fibroblasten,
die durch Gamma-Bestrahlung oder durch Behandlung mit Mitomycin C
teilungsinaktiv geworden sind. Sie produzieren sowohl extrazellulare Matrix als auch
Zytokine, die embryonale Stammzellen zur Proliferation bzw. Differenzierung

anregen '’.
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113 Adulte Stammzellen

Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen ist die Gewinnung und Beforschung
adulter Stammzellen nach gangiger Meinung ethisch unbedenklich, da sie aus dem
erwachsenen Menschen gewonnen werden kénnen. Im Falle einer Reimplantation
bieten sie den theoretischen Vorteil, vollstandig autologe Zellen darzustellen, so dal}
keine Immunsuppression erfolgen mufl. Nachteilig ist die im Gegensatz zu den
embryonalen Stammzellen verminderte Telomeraseaktivitat, die dazu fuhrt, dafl} die
adulten Stammzellen nur begrenzt expandierbar sind. Die
Proliferationsgeschwindigkeit adulter Stammzellen ist im Vergleich zu embryonalen
Stammzellen ebenfalls deutlich herab gesetzt.

Fiur viele Gewebetypen sind spezifische Vorlauferzellen bekannt, die sich in ihrer
jeweiligen Nische solange in einem Zellzyklusarrest befinden, bis ihre
Mikroumgebung signalisiert, dal® ein Nachschub an spezifisch differenzierten Zellen
erforderlich ist. Daraufhin setzt die Zellteilung ein, wobei ein Ausgleich zwischen
Selbsterneuerung und der Bildung von Tochterzellen fur die Differenzierung
stattfinden muR °. Als Beispiel fir adulte Stammzellen werden im Folgenden die
hamatopoetischen, die Nabelschnur- und die mesenchymalen Stammzellen

beschrieben.

1.1.31 Hamatopoetische Stammzellen

Hamatopoetische (Blut bildende) Stammzellen sind eindeutig die am langsten und
besten untersuchten Stammzellen. Da Blutzellen nur eine kurze Lebensdauer haben,
mussen sie wahrend des gesamten Lebens nachgebildet werden. Der Bildungsort
der Blutzellen ist dabei nicht konstant. Erythrozyten und Leukozyten werden beim
Fotus in Leber und Milz gebildet, beim Neugeborenen jedoch hauptsachlich im
(roten) Knochenmark. Im adulten Organismus werden die Erythrozyten und
Leukozyten im (roten) Knochenmark und die Lymphozyten in den lymphatischen
Organen gebildet '®. Die Existenz hamatopoetischer Stammzellen wurde bereits in
den 1950-er Jahren durch Studien an lethal bestrahlten Mausen experimentell
nachgewiesen '® %°. Das erste Modellsystem hdmatopoetischer Stammzellen war die
CFU-S, colony-forming-unit-spleen, welche eine hohe Proliferationsrate und die
Fahigkeit aufwies, in Erythrozyten, Granulozyten und Megakaryozyten zu
differenzieren 2" %2, Die Blutzellbildung wird durch Zytokine und Wachstumsfaktoren

reguliert. So stimuliert der Granulozyten-Koloniestimulierende Faktor G-CSF die

-5-
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Bildung von Granulozyten, wahrend Erythropoetin die Erythropoese anregt. Die
Blutbildungszellen einer Entwicklungslinie liegen nicht einzeln, sondern in Nestern
zusammen und werden CFU (colony forming unit) genannt '®. Man versteht die
molekulare Wirkung der Hamatopoese heute so gut, dal} alle Blutzellen in vitro aus
hamatopoetischen Stammzellen differenziert werden kénnen.

Hamatopoetische Stammzellen kdonnen anhand ihrer Oberflachenmarker durch
Zellsortierung nach Fluoreszenzmarkierung (fluorescence activated cell sorting,
FACS) oder durch Markierung mit magnetischen Partikeln (magnetobeads), isoliert
werden. Sie exprimieren die Epitope CD34, Sca-1 und CD117 (c-kit) und besitzen
keine Zelllinien-spezifischen Marker (lineage negative, lin-) 2> 2*. Zur lIsolation
hamatopoetischer Stammzellen wird zur Zeit auch das in seiner Funktion noch

unbekannte Oberflachenantigen AC133 genutzt %°.

1.1.3.2 Nabelschnur-Stammazellen

Nabelschnurblut entstammt dem fotalen Kreislauf und enthalt sowohl
hamatopoetische CD133-positive bzw. CD34-positive Stammzellen ?° als auch (wenn
auch in sehr geringer Zahl) somatische Stammzellen ?’. Nabelschnur-Stammzellen
sind ontogenetisch primitiver als die klassischen adulten Stammzellen des
Knochenmarks und ahneln in ihren Proliferations- und Differenzierungseigenschaften
eher den embryonalen Stammzellen. lhre Gewinnung ist ethisch unbedenklich und
mit keinerlei Risiko fur Mutter und Kind verbunden. Nabelschnur-Stammzellen
exprimieren wesentliche Transplantationsantigene noch nicht, und konnen daher
auch in nicht vollstandig histokompatible Empfanger transplantiert werden, ohne eine

AbstoRungsreaktion hervorzurufen

. Es wird propagiert, das Nabelschnurblut
Neugeborener Uber Jahre hinweg zu lagern, um im Fall der Falle ein autologes bzw.
keine AbstoRungsreaktion hervorrufendes Transplantat zu haben. Firmen wie Vita34
in Leipzig oder die Cryo-Care GmbH in Koln bieten die Gewinnung und
Konservierung von Nabelschnurblut als Serviceleistung an. Diese Praxis ist aber
umstritten. Im Fall einer spateren hamatoonkologischen Erkrankung verbietet sich
die autologe Spende, weil die auslésenden Mutationen evil. schon im
Nabelschnurblut vorliegen. Die Nabelschnurblut-Eigenspende etwa nach Bestrahlung
von festen Tumoren wird vermutlich nicht ausreichen, weil die aus Nabelschnurblut
gewinnbaren Transplantate derzeit nur flr eine einzige Spende im Sauglingsalter

reichen, nicht aber fir einen kompletten Therapiezyklus von Jugendlichen oder
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Erwachsenen. Die Expansion hamatopoetischer Stammzellen aus Nabelschnlren
ware theoretisch mdglich, jedoch sind die zur Expansion bendtigten
Zytokinbehandlungen nicht klinisch zugelassen und scheinen auch das spatere
"Anwachsen" des Transplantates ungiinstig zu beeinflussen ?°. So beeinflussen
Stromazellen, Zytokin-Zusatze zum Kulturmedium (z. B. Stammzellfaktor,
Thrombopoietin) und Plazenta-konditioniertes Medium in hohem Mal3e die Quantitat
und, beziiglich ihres klonogenen Potentials, die Qualitat dieser Stammzellen # *°.

Prinzipiell ist die - fur die Spender (Mutter und Neugeborenes) ja vollig risikofreie -
Spende von Nabelschnurblut zu Gunsten einschlagiger Spenderbanken dennoch
extrem sinnvoll, weil mehrere Spenden gepoolt und dann einem Empfanger
verabreicht werden konnen. Diese Methode wird schon jetzt in der klinischen Routine
ausgewabhlter Zentren, z. B. dem Institut fur Zelltherapie der Universitat Dusseldorf,
erfolgreich angewandt. Aus Sicht der Forschung ist die Nabelschnurblut-Spende
ebenfalls erwilinscht, weil das Potenzial der enthaltenen somatischen Stammzellen

noch nicht annahernd ausgelotet ist.

1.1.3.3 Mesenchymale Stammzellen

Beim Mesenchym handelt es sich um das embryonale Bindegewebe, welches das
multipotente Muttergewebe von Binde- und Stltzgewebe, glatter Muskulatur, sowie
von Skelett- und Herzmuskulatur darstellt. Aus ihm entwickelt sich z. B. das System
der serosen Haute, das Gefallsystem einschlieBlich Herz, die Harn- und
Geschlechtsorgane, sowie die Lunge, ausgenommen ihrer Epithelauskleidung,
welche dem Ektoderm entstammt *'. Das Mesenchym bildet auBerdem das rote und
weille Knochenmark, zwei Funktionszustande desselben Organs welches die
zeitlebens teilungsbereiten Reticulumzellen beinhaltet. Aus diesen wiederum gehen
die Blutbildungszellen und Fettzellen hervor '®. Mesenchymale Stammzellen wurden
1968 von Friedenstein und Mitarbeitern erstmals beschrieben >'. Dabei handelt es
sich um adharente, morphologisch den Fibroblasten ahnliche Zellen, die aus dem
adulten Knochenmark isoliert werden kdénnen. Von den ebenfalls im Knochenmark
befindlichen hamatopoetischen Stammzellen lassen sich die mesenchymalen
Stammzellen (mesenchymal stem cells, MSC) aufgrund ihrer Adharenz und der
fehlenden Oberflachenmarker CD14, CD34 und CD45 unterscheiden. Einen MSC-
spezifischen Marker oder ein definiertes Markermuster gibt es derzeit noch nicht. Es
fehlen auch quantitative in vitro Methoden, die Menge an MSC in einer Zellpopulation
zu definieren 2. MSC exprimieren CD51, CD54, CD73, CD105 und Oct-4 . lhre
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Verdopplungszeit liegt bei 33 Stunden und sie haben in vitro ein groldes, aber stark
variierendes Expansionspotential >*®. Unter optimalen Bedingungen durchlaufen sie
in ungefahr 10 Wochen bis zu 50 Populationsverdopplungen 3" Die Isolation der

38

MSC ist nicht nur aus Knochenmark, sondern auch aus Fettgewebe und

Nabelschniren *°

beschrieben. Dabei ist bis heute unklar, ob MSC in
Gewebenischen existieren, oder ob sie aus dem Knochenmark mobilisiert werden
missen %,

MSC dienen der Regeneration mesenchymaler Gewebe, wie z. B. Knochen, Knorpel,
Muskel, Sehnen, Fettgewebe und Stroma und lassen sich auch in vitro in diese
Zelltypen differenzieren. Die Kultivierung erfolgt in serumhaltigem Medium. FUinf bis
sieben Tage nach der Isolation sind die ersten Kolonien zu erkennen. Eine spontane
Differenzierung wird nicht beobachtet, ab Passage funf tritt allerdings ein Verlust der
Differenzierbarkeit ein *°.

Bei MSC handelt es sich um eine heterogene Population, die Unterschiede beztiglich
ihrer Oberflachenepitope und ihrer Morphologie aufweist. Ein weiteres Indiz fur die
Heterogenitat der MSC ist die Tatsache, dal} ein Teil der Population altert und sich
nicht mehr teilt. Ungefahr 90 % der MSC befinden sich in der GO- bzw. G1-Phase
des Zellzyklus, was auf ein hohes Differenzierungspotential hinweist. Trotz ihres
enormen Expansionspotentials in vitro bleiben der Karyotyp und die
Telomeraseaktivitat der MSC unverandert stabil. Ob MSC auch im Blut Erwachsener
zirkulieren oder sich schon wahrend der Embryonalentwicklung im Koérper verteilen,
wird zur Zeit erforscht. Charakteristika fir eine optimale Nische sind noch nicht
beschrieben %4,

Humane MSC variieren nicht nur in ihrem Expansions- und Differenzierungspotential,
sondern auch in ihrer Morphologie. So werden in der Literatur immer wieder zwei
verschiedene morphologische Zelltypen unterschieden. Es sind spindelférmige
Zellen, welche grolRe Kolonien ausbilden und schnell proliferieren, und breite,
abgeflachte Zellen, die kleine Kolonien ausbilden, deren Teilungsrate wesentlich
geringer ist und die nicht konfluent werden, beschrieben. Die Koloniegrolie
spindelférmiger Zellen ist zwei bis drei mal grolRer als die breiterer Zellen. Da in
hoherer Passagenzahl die Menge an breiten Zellen zu Ungunsten der
spindelférmigen Zellen zunimmt, wird diskutiert, ob die spindelférmigen Zellen in die
breiten, abgeflachten Zellen Ubergehen. Es werden auch Zellen mit einer

intermediaren Morphologie beobachtet **.

-8-



Einleitung

Daneben wird ein dritter Phanotyp diskutiert. Hierbei handelt es sich um eine
Population sehr kleiner runder Zellen (Durchmesser ca. 7 pm) mit hoher Teilungsrate
und einem groferen Differenzierungspotential. Sie scheinen die friGhesten Vorlaufer
der heterogenen Population zu sein. lhre Oberflachenepitope unterscheiden sich
teilweise von den spindelférmigen und abgeflachten mesenchymalen Stammzellen
(Durchmesser zwischen 15 und 50 pm). So weisen die kleinen Zellen die
Oberflachenepitope FLK-1, Transferrin-Rezeptor und Annexin Il auf, welche den
beiden anderen Zelltypen fehlen. Aber selbst innerhalb dieser Zellpopulation gibt es
Unterschiede in der Expression von Oberflachenepitopen. Die Zellen sind also
heterogen und nicht klonal, was die Interpretation der "Plastizitat" erschwert. Nach
wie vor ist unklar, ob die unterschiedlichen Zelltypen aus einem einzigen Vorlaufertyp
hervorgehen der wirklich plastisch ist, oder ob MSC eine Mischung unterschiedlicher,
pradeterminierter Progenitorzellen darstellen, die sich derzeit noch nicht trennen

lassen.

Transdifferenzierung | De-Differenzierung |Stammzell-Gemisch Pluripotenz Zellfusion

e 0o e 06
o\ || | |o9o\/
T XY X IR

Abbildung 3: Alternativen zur Erklarungen von "Plastizitat" und "Transdifferenzierung". Bei der echten
Transdifferenzierung differenziert eine geweberesidente Progenitorzelle direkt oder Gber den Umweg
der De-Differenzierung in Zellen eines nicht-verwandten Gewebetyps. Statt der fiir diesen Schritt
notigen "multipotenten” Progenitorzelle kénnte auch ein Gemisch unipotenter Progenitorzellen
vorliegen. Diese Moglichkeit kann man durch Versuche mit klonierten Zellen ausschlieRen. Eine
wirklich pluripotente Zelle differenziert direkt oder Uber Zwischenstadien in verschiedene Zelltypen
(unterschiedlicher Keimblatter). Diese Zellen werden Uuber Zellmarker (Oberflachenantigene,
Isoenzyme, chromosomale Marker) identifiziert. Eine Veranderung von Zellmarkern wird auch dann
beobachtet, wenn verschiedene Zellen fusionieren, ohne dal eine wirkliche Transdifferenzierung
stattgefunden hat. Daher mul3 man Zellfusion als Ursache der phanotypischen Differenzierung
ausschlieRen.

Die "Plastizitat" der MSC “* ** besteht darin, daR sie sich in drei typischen
Differenzierungswegen zu  Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten
differenzieren  lassen, mittlerweile  auch in  Tenozyten, Stromazellen,
Skelettmuskelzellen, langsgestreifte Muskelzellen, Herzmuskelzellen, Astrozyten und
Oligodendrozyten. Das Differenzierungspotential beschrankt sich demnach nicht nur

auf mesenchymales Gewebe, sondern ist keimblattiberschreitend. Da
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mesenchymale Stammzellen heterogen sind, was durch die unterschiedliche
Expression von Differenzierungsantigenen deutlich wird, ist das
Differenzierungspotential der einzelnen Zellen auch unterschiedlich. Zum Beispiel
lassen sich nur 30% der Populationen in Osteoblasten, Chondrozyten und
Adipozyten differenzieren, wahrend der Rest Osteoblasten und Chondrozyten bzw.
nur Osteoblasten ausbilden kann. Versuche mit Einzell-Klonen aus MSC ergaben nie
Klone, welche sich auschlieBlich in Adipozyten und Osteoblasten oder Adipozyten
und Chondrozyten differenzieren lieffen, sonderen immer in eine Mischung von
Zelltypen ***°. Zu den Zelltypen, die sich bisher nicht aus MSC differenzieren lieRen,
gehoren die Mesothelzellen. Dies bedeutet aber nicht, dall eine solche
Differenzierung nicht moglich ware, sondern nur, daf} bis jetzt noch keine passenden

Differenzierungsbedingungen bekannt wurden.

114 Stammazellnischen

Zum Erhalt ihres Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotenzials brauchen
Stammzellen ihre spezifische Mikroumgebung, genannt Nische, bis sie ein Signal zur
Teilung und/oder Migration empfangen. Diese Nischen existieren in den
verschiedenen Organen wahrend des gesamten Lebens und die Zahl der
enthaltenen Stammzellen bleibt anndhernd konstant. AuRer den Stammzellen bilden
benachbarte Zellen eine Mikroumgebung, welche durch die Sekretion spezifischer
Faktoren und die Bildung von Extrazellularmatrix die einzigartigen Eigenschaften der
Stammzellen erhalten °. Ohne den Schutz der Nische beginnen die Stammzellen zu
differenzieren. Injiziert man embryonale Mausstammzellen in eine Nacktmaus, so
setzt die Differenzierung ein, wohingegen die gleichen Zellen in der inneren
Zellmasse einer Blastozyste ihre Stammzelleigenschaften behalten. Dies bedeutet,
dal die Kombination von Stammzellen und ihrer spezifischen Mikroumgebung
extrem wichtig fur die Fahigkeiten und das Potenzial von Stammzellen sind. Der
Aufbau der jeweiligen Nischen ist sehr variabel und grofdtenteils unbekannt.
Muskelstammzellen, auch Satellitenzellen genannt, befinden sich auf der gesamten
Basallamina, welche die Muskelfaser ummantelt, wahrend Stammzellen von
Wechselorganen wie dem Darm, sich in einem bestimmten Organbereich aufhalten
und von dort aus das Gewebe erneuern. Was genau die Stammzellen in ihrer Nische
halt, ist grotenteils unerforscht, kann aber aus Modellsystemen, wie den Keimzellen
von Drosophila hergeleitet werden. Der direkte physikalische Kontakt zwischen

Stammzelle und benachbarter differenzierter Zelle ist demnach von gréfter
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Bedeutung. Wenn sich die Drosophila-Keimzellen teilen, verbleibt diejenige Zelle, die
in direktem Kontakt mit der Nachbarzelle steht, an ihrem Ort und bleibt eine
Stammzelle, wahrend diejenige Zelle, welche der Nachbarzelle abgewandt ist,
differenziert. Ahnliches gilt fir Stammzellen im Mausgehirn, im Haarfollikel, im Darm
und auch fur die hamatopoetischen Stammzellen, die im Knochenmark in direkter
Nahe zu Stromazellen existieren °. Fiir Drosophila-Keimzellen ist bekannt, daf} sich
in der Extrazellularmatrix des Nischenrands DE-Cadherin und Armadillo (3-Catenin
in Vertebraten) ansammeln. Diese Moleklle bilden Zell-Verbindungen (cellular
junctions) die fur die Interaktion von Stammzellen und ihren direkten Nachbarzellen
essenziell sind. Ein Verlust von DE-Cadherin oder Armadillo fihrt dazu, dal} die

Stammzellen ihre Nische verlassen “°.

11.5 Rekrutierung am Beispiel des HGF/c-met Systems

Die in ihren spezifischen Nischen ,wartenden“ Stammzellen missen durch Faktoren
aus ihrem Ruhezyklus herausgelost und in Richtung Defekt geleitet werden, damit
sie ihre Funktion als Lieferant von neuen Zellen als Ersatz fur Gewebeverluste oder
durch Apoptose abgestorbene Zellen, austiben kdnnen. Ein solcher Faktor scheint
der Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) zu sein *'.

Beim HGF, auch Hepatopoietin A oder scatter factor genannt, handelt es sich um ein
pleiotropes Zytokin mit einer GroRe von 82 kDa *® *°. Es ist sowohl sequenz- als
auch strukturhomolog zu Plasminogen (38%) und wird als inaktive einkettige
Vorstufe sezerniert, welche durch eine Serinprotease (z. B. uPA und tPA) gespalten
wird. Es entsteht ein Heterodimer, bestehend aus einer 463 As grof3en a- und einer
234 As grolen B-Kette, welche durch Disulfidbriicken miteinander verkniipft sind *°.
HGF bindet an einen Tyrosinkinase Rezeptor, kodiert durch das met Onkoprotein (c-
met, 145 kDa), welches durch Autophosphorylierung einen Signaltransduktionsweg
anschaltet " °2. An der intrazelluldren c-met-Domane befinden sich verschiedene
Andockstellen fur signalibertragende Proteine wie GRB-2, SHC, STAT3 und GABH1.
Die Bindung an Phospho-Tyrosinreste des Rezeptors erfolgt hauptsachlich Uber
SH2-Domanen, welche tUber SOS den RAS-Signalweg aktivieren. Dieser hat zur
Folge, dall HGF mito- und motogen auf verschiedene Zelltypen wirkt. Die
multifunktionelle Andockstelle des c-met-C-Terminus unterscheidet sich von
denjenigen anderer Tyrosinkinase-Rezeptoren, bei denen eine spezifische

Phosphorylierung die aktive Andockstelle fir ein ganz bestimmtes Adapterprotein
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bestimmt. Die Multifunktionalitdt entspricht damit der vielseitigen Signalaktivierung
die fur das invasive Wachstum, das durch HGF-Rezeptoren eingeleitet wird,
erforderlich ist. So spielt die PI3-Kinase eine wichtige Rolle fur die die Mobilitat
stimulierende Wirkung der Zelle. Folgende Vorgange kdnnen durch die Bindung von
HGF an c-met induziert werden:
- LOsung der Zell-Zell-Bindungen und Reorganisation des Zytoskeletts.
- Die Zellen beginnen ihre Unabhangigkeit durch Wachstum und
Formveranderung zu nutzen.
- Die disregulierende Wirkung der Aktivierung des HGF-Rezeptors flhrt zu
einem extrazellularen Matrixabbau und Invasion der Zellen.
HGF ist ein Faktor, welche mito-, moto- und morphogen auf verschiedenste Zelltypen
wirkt 3.
Da HGF auRerdem in Wunden in erhdhter Konzentration vorliegt ** °° und
Angiogenese induzieren kann, handelt es sich um einen moglichen Mobilisierungs-
und Rekrutierungsfaktor fur Stammzellen, falls diese den HGF-Rezeptor c-met

exprimieren.

1.1.6 Therapiemoglichkeiten mit Stammzellen

Es gibt prinzipiell zwei Mdglichkeiten einer Stammzelltherapie: entweder werden die
Zellen lokal implantiert, genau dort, wo ein Gewebedefekt vorliegt, oder sie werden
systemisch injiziert. In beiden Fallen kann man mit vollig undifferenzierten oder
vordifferenzierten Zellen arbeiten. Auch ist es mdglich, die Zellen vor der
Transplantation viral zu transfizieren, um einen Gendefekt auszuschalten. Des
Weiteren konnen die Zellen entweder als Zellsuspension oder in einem
dreidimensionalen Konstrukt auf einem Tragermaterial (scaffold) in den Organismus
gebracht werden. Adulte Stammzellen eignen sich theoretisch besonders fir eine
Therapie, da mit autologem Material gearbeitet werden kann und es somit zu

keinerlei Abstollungsreaktion kommt.

1.1.6.1 Aktuelle Therapien mit hamatopoetischen Stammzellen

Bei den seit Jahrzehnten durchgeflihrten Therapien mit hamatopoetischen
Stammzellen unterscheidet man zwischen der Transplantation von Knochenmark
und der Transplantation von mobilisierten Stammzellen, welche aus dem peripheren

56

Blut isoliert werden Die Transplantation von Knochenmark-Spenden wird

zunehmend ersetzt durch die Transfusion von Blut, das Stammzellen enthalt. Die
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Stammzellen im Blut werden durch eine vorherige Injektion der Spender mit G-CSF
aus dessen Knochenmark mobilisiert. Der wesentliche Vorteil dieser Methode
besteht darin, dal® eine Blutspende weniger riskant und belastend ist, als eine
Knochenmarkspende. So ist im internationalen Knochenmarks-
transplantationsregister fur die Jahre 1998 bis 2000 eine (autologe)
Transplantationsrate mobilisierter hamatopoetischer Stammzellen von 80% bei
Kindern und mehr als 90% bei Erwachsenen registriert worden. Bei allogenen
Transplantationen nimmt die Zahl an G-CSF-mobilisierten Stammzellen gegenuber
der direkten Knochenmarksspende ebenfalls zu. Im oben genannten Zeitraum
wurden 20% der Transplantationen bei Kindern und mehr als 40% der
Transplantationen bei Erwachsenen mit mobilisierten hamatopoetischen

Stammzellen von Familienangehérigen durchgefiihrt °7.

Die Transplantation
mobilisierter hamatopoetischer Stammzellen wird der Knochenmarksspende ohne G-
CSF auch deswegen vorgezogen, weil die mobilisierten Stammzellen nachweislich
schneller vom Korper angenommen werden und mehr Granulozyten und
Thrombozyten produzieren 5860,

Die Transplantation hamatopoetischer Stammzellen wird zwar hauptsachlich zur
Therapie von Leukamien eingesetzt, aber heutzutage ist auch eine Therapie bei
Autoimmunerkrankungen wie der systemischen Sklerose moglich. Weltweit haben
ca. 650 Menschen mit schweren Autoimmunerkrankungen eine autologe
hamatopoetische Stammzelltransplantation erhalten, davon mehr als 100 Patienten
mit systemischer Sklerose. Ungefahr 70% der Patienten reagierten mit einer
signifikanten Stabilisierung der Organfunktion, ca. 1/3 der Patienten erfuhr eine

dauerhafte Remission, 8,5% der Patienten verstarben an dieser Behandlung ©'.

1.1.6.2 Aktuelle Therapien mit Nabelschnur-Stammzellen

Stammzellen aus dem Nabelschnurblut wurden und werden bei Krebspatienten als
Alternative zur Knochenmarkspende benutzt. Sie vermitteln den Aufbau des Immun-
und Blutsystems nach kompletter Zerstérung des Knochenmarkes, etwa nach
Chemotherapie und bei angeborenen Erkrankungen des blutbildenden Systems. Die
Behandlungserfolge mit Nabelschnurblut sind denen von
Knochenmarkstransplantationen vergleichbar oder besser. Weltweit wurden bisher
bereits mehr als 3.500 Transplantationen mit Nabelschnurblut-Stammzellen

durchgefiihrt (iberwiegend als Fremdspende) und die Tendenz ist stark steigend 2
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2. Neben Kindern werden zunehmend auch Erwachsene transplantiert. Fiir

padiatrische Patienten bietet die Transplantation von Blutstammzellen aus dem
Nabelschnurblut seit einiger Zeit eine Alternative. 1988 fiihrten E. Gluckman et al.?®
die erste erfolgreiche UCBT (Umbilical Cord Blood Transplantation) bei einem 6-
jahrigen  Jungen mit Fanconi-Anamie durch. Korpereigenes autologes
Nabelschnurblut hat den Vorteil, dal® AbstoRungsreaktionen vollstandig entfallen und
ein rascher Wiederaufbau des Immunsystems mdglich ist. 1995 und 2002 wurde bei
20 Kindern mit Hurlers Syndrom aber auch eine allogene Nabelschnurblut-
Transfusion durchgefuhrt. Keines dieser Kinder erkrankte an der gefurchteten
Transplantat-gegen-Empfanger-Absto3ung, der graft versus host disease. 17 der 20
Kinder Uberlebten mehr als 905 Tage nach der Transplantation, wobei die Symptome
des Hurlers Syndroms vermindert wurden 8. Nabelschnurblut-Transfusionen stellen
demnach eine gute Alternative zur Knochenmarkstransplantation dar.

Doch nicht nur das Blut bildende System kann durch Nabelschnurblut-Transfusion
rekonstituiert werden. Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dal® nach einem
Schlaganfall ~ verabreichte = CD34-positive  Nabelschnurblut-Stammzellen  zur

Erneuerung kortikalen Gewebes durch Neurogenese und Angiogenese beitragen °°.

1.1.6.3 Aktuelle Therapien mit mesenchymalen Stammazellen

Da die multipotenten MSC unter relativ geringem Aufwand aus Knochenmark zu
isolieren sind, gibt es viele Ansatze fir eine therapeutische Anwendung mit
autologem Material ®*. Als Vorlaufer mesenchymalen Gewebes lassen sich vor allem
Therapiemoglichkeiten im Bereich der Osteogenesis imperfecta (bedingt durch eine
genetische Storung, die die Proteinkette des Kollagens vom Typ | betrifft),
Osteoporose, Osteoarthrose, Menisectomie und Muskeldystrophie vorstellen. Erste
Therapieansatze bei Kindern mit Osteogenesis imperfecta fihren zu histologischen
Veranderungen im Trabekularknochen, welche auf verbesserte Knochendichte
hinweisen % ©°.

Des Weiteren kann fur Patienten mit malignen hamatologischen Erkrankungen ein
tumorfreies, nicht hamatologisches, autologes Transplantat aus MSC gewonnen
werden; bei Patienten mit chronischer myeloischer Leukamie wurde bereits gezeigt,
dald die MSC frei von Leukamie-typischen genetischen Veranderungen sind und
somit ideale Quellen fur die Differenzierung in hamatopoetische Vorlauferzellen

darstellen. Die Differenzierung in diese Zellen ist bis jetzt allerdings noch nicht
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gelungen . Intravends verabreichte MSC werden in einer Konzentration von 50 x
10° Zellen pro Patient gut toleriert und als sicher angesehen.

Ein Versuch an der Case Western University mit Brustkrebs-Patientinnen wurde mit
hamatopoetischen Stammzellen und 10° mesenchymalen Stammzellen pro
Kilogramm Korpergewicht durchgeflhrt. Im Tierversuch konnte nachgewiesen
werden, dal® humane MSC, welche direkt ins Gehirn von Ratten injiziert wurden
(xenogene Transplantation), zu Gliazellen ausdifferenzierten. Der homologe
Versuch, in dem murine MSC in das Gehirn von Mausen injiziert wurden, fuhrte zum
selben Ergebnis ®. Knochendefekte und Knorpeldefekte konnten im Tierversuch mit
MSC in Kombination mit Fiillmaterial (scaffold) regeneriert werden % . Im Jahre
2003 injizierte Letizia Mazzini sieben Patienten mit amyotrophischer Lateralsklerose
(ALS) MSC in das Riickenmark °. Im Tierversuch konnte mehrfach gezeigt werden,
dal nach einem Herzinfarkt intravends verabreichte MSC im Herz Angiogenese und
Myogenese induzieren und so zu einer verbesserten Herzfunktion filhren " 72,
Bereits im August 2001 wurden sechs Herzinfarkt-Patienten mit autologen MSC
behandelt. Die Stammzellen wurden in der Diusseldorfer Uniklinik fur Kardiologie in
eine Arterie gespritzt und wurden so zum betroffenen Herzmuskel transportiert. Den
Patienten ging es kurze Zeit spater nach eigenen Angaben besser. Es kann jedoch
nicht bewiesen werden, dald die Stammzellen tatsachlich in Kardiomyozyten
differenzierten.

Bei allen Therapieversuchen blieb letzlich unklar, ob die injizierten Zellen tatsachlich
in den Zelltyp der Zielgewebe differenzierten (Transdifferenzierung), ob sie
erfolgreich in das umgebende Gewebe integrierten und ob sie funktionell waren. Die
humanen Studien mit MSC enthielten keine Negativ-Kontrollen. Daher ist unklar, ob
die beobachteten Verbesserungen der klinischen Situation tatsachlich auf die
injizierten MSC oder auf adjuvante immunologische bzw. auf Placebo-Effekte
zuruckzufihren sind. In Tierversuchen mussten die euphorischen Erstberichte Uber
frappierende Fahigkeiten implantierter MSC, Organregeneration zu steuern, revidiert
werden, nachdem teilweise haarstraubende methodische Unzulanglichkeiten
bekannt wurden. Ein Teil der implantierten und angeblich "transdifferenzierten" Zellen
war in den Zielgeweben nachweisbar, weil sie entweder mit Wirtszellen
verschmolzen (Zellfusion) oder von gewebsstandigen Phagozyten aufgefressen
worden waren (Phagozytose). Die Latte fur nachfolgende experimentelle

Untersuchungen liegt nun deutlich héher, und die bekannt gewordenen falsch
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positiven Ergebnisse missen durch aufwandige Versuchsplanung und -
durchfihrung ausgeschlossen werden. Heute sieht man in der unspezifischen
Stimulation des Immunsystems die Hauptursache fur die klinisch gunstige Wirkung
von MSC-Transplantaten nach Herzinfarkt. Das ist weit entfernt von der
urspruinglichen Hoffnung auf "Organerneuerung durch Zellinjektion" und kommt der
seit vielen Jahrzehnten bekannten "Frischzell-Therapie" bedenklich nahe.
Gleichzeitig erwachst neue Hoffnung aus tierexperimentellen Untersuchungen mit
sogenannten unrestricted somatic stem cells (USSC) aus Nabelschnurblut, die nach
Transplantation in fotale Schafe in vielen Geweben eindeutig nachweisbar und in das
Wirtsgewebe integriert waren 2’.

Alles in allem steht nach Meinung von Experten die "Regenerative Medizin", die nicht
ausschlieBlich, aber wesentlich auf den neuesten Erkenntnissen der (Stamm-)
Zellbiologie aufbaut, erst am Anfang ihrer Entwicklung. Auf diese Erkenntnis geht in
Deutschland die Ausschreibung eines DFG-Forschungszentrums zum Thema
"Regenerative Therapien" zurtck, um dessen Einrichtung sich auch die RWTH
Aachen gemeinsam mit Partnern der Universitaten Bonn, Koln und Dusseldorf

beworben hat.

1.1.7 Immunmodulatorische Fahigkeiten von mesenchymalen
Stammzellen
Mesenchymale  Stammzellen besitzen nachweislich  immunmodulatorische
Fahigkeiten, wobei das Wirkprinzip noch nicht geklart ist. Fest steht, dal}
beispielsweise Transplantate eine geringere AbstoRungsreaktion hervorrufen, wenn
zeitgleich mit der Transplantation mesenchymale Stammzellen intravends
verabreicht werden 3. Mesenchymale Stammzellen exprimieren MHC Klasse 1, aber
nicht MHC Klasse 2, CD40, CD80 und CD86. Dieser Phanotyp wird als nicht
immunogen bezeichnet und IaRt darauf schlieen, dall mesenchymale Stammzellen
die Immuntoleranz starken "*. T-Zellen kdnnen durch Kokultur mit mesenchymalen
Stammzellen stimuliert werden, was auf die unabhangigen MHC-Expressionen der
beiden Zelltypen zuriickzufiihren ist > "®. AuRerdem inhibieren MSC die Produktion
von zytotoxischen Lymphozyten in vitro und sind selbst resistent gegen zytotoxische
Lymphozyten und natiirliche Killerzellen ”’. Die Expression von Toll-like-Rezeptoren,
welche neben Immunglobulinen und den T-Zellrezeptoren als wichtige

Immunrezeptoren bekannt sind, konnte ein Hinweis darauf sein, worauf die
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immunmodulatorischen Fahigkeiten mesenchymaler Stammzellen beruhen. Deshalb

werden diese Rezeptoren im Folgenden beschrieben.

1.1.8 Toll-like-Rezeptoren

Bei den Toll-like-Rezeptoren (TLR) handelt es sich um hoch konservierte Strukturen
im Genom aller Eukaryonten, welche zunachst bei Drosophila entdeckt und
beschrieben wurden. Dort spielt der Toll-Rezeptor eine Rolle in der Ontogenese,
genauer in der Entwicklung der ventrodorsalen Achse. Im humanen System
erkennen die 10 Mitglieder der Toll-like-Rezeptor (TLR) Familie mikrobielle
Strukturen "8, Protozoen " oder virale doppelstrangige RNA ® und gehéren so zum
System der angeborenen Immunitat. Zusatzlich spielen sie eine Rolle in der
adaptiven Immunitat, indem einige Mitglieder eine Immunantwort auf eine mikrobielle
Infektion hin induzieren kdénnen. Alle TLR aktivieren den MyD88- und somit auch den
NF«kB-Signaltransduktionsweg, welcher in Inflammationsantworten, durch die
verstarkte Expression von TNF-a, IL-1 und IL-6 von groRer Bedeutung ist ®'. Die TLR
besitzen intrazellular eine Toll/Interleukin Rezeptor Domane (TIR), die fur die Homo-
und Heterodimerisierung der TLR verantwortlich ist. Alle TLR nutzen ein
Adapterprotein (MyD88), das sowohl eine TIR- als auch eine death-Domane besitzt.
Nach Bindung an einen Toll-like-Rezeptor bindet MyD88 durch homophilen death-
Domane-death-Domane-Kontakt an Mitglieder der IL-1-Rezeptor assoziierten
Kinasen (IRAK), welche wiederum mittels Phosphorylierung den Tumornekrosefaktor
(TNF) Rezeptor-assoziierten-Faktor 6 (TRAFG) aktivieren. TRAF6 wiederum aktiviert
die Transforming-growth-factor-3 aktivierte Kinase TAK-1, welche zu den MAP
Kinase Kinase Kinasen gehort. TAK-1 phosphoryliert daraufhin 1kB, welches sich
dann von NFkB l6st und somit diesen Transkriptionsfaktor aktiviert. Dies fuhrt zu
einer Expression von TNF-qa, IL-1 und IL-6. Neben diesem Signaltransduktionsweg,
welcher von allen TLR aktiviert werden kann, koénnen die einzelnen TLR
verschiedene andere Signaltransduktionswege anschalten 2.

Besonders gut ist der Toll-like-Rezeptor 4 untersucht, welcher mit Hilfe seines
Korezeptors CD14 bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) bindet ® und so eine
Immunantwort ausldst. LPS ist ein Membranbestandteil von gramnegativen Bakterien
und verursacht Fieber, inadaquate Gewebeperfusionen und Sepsis ®. Es bindet an

LBP, das Lipopolysaccharidbindeprotein, und dieser Komplex bindet wiederum an
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CD14, welches zusammen mit TLR-4 den oben beschriebenen
Signaltransduktionsweg ausldst °.

Das Vorhandensein von TLR-4 bei hMSC konnte somit ein Grund fur die immun-
modulatorischen Eigenschaften mesenchymaler Stammzellen sein und eine
AbstoRRungsreaktion von Transplantaten geringer ausfallen oder die gefirchtete graft-
versus-host Erkrankung ausbleiben lassen. Von entscheidender Bedeutung fur die
Integration von mit Stammzellen besiedelten Tragermaterialien (Tissue Engineering)

ist die Geweberegeneration bzw. Wundheilung.

1.2 Tissue Engineering

Der Begriff Tissue Engineering (TE) wurde 1987 von der US-amerikanischen
National Science Foundation (NSF) in Washington, DC, wie folgt definiert: "Tissue
Engineering ist die Anwendung der Prinzipien und Methoden der Ingenieur- und
Lebenswissenschaften fir das grundlegende Verstandnis der Wechselwirkung von
Struktur und Funktion normalen und kranken Gewebes, sowie zur Entwicklung von
biologischem Gewebe-Ersatz zur Rekonstruktion, dem Erhalt oder der Verbesserung
der Gewebefunktionen".

Ziel des Tissue Engineerings ist es somit, die zum Erliegen gekommenen
korpereigenen Regenerationsvorgange zu aktivieren und wenn notig, durch
Gewebeimplantate zu ersetzen. Das Spektrum des Tissue Engineerings umfaldt alle
im Korper befindlichen Gewebearten. Ab einer Dicke von 1 mm kann das artifizielle
Gewebe nicht mehr durch Diffusion versorgt werden, sondern ist auf eine
GefaRversorgung angewiesen 6. Haufig werden Zellen nicht frei, sondern nach
Besiedlung fester Unterlagen (scaffold) transplantiert.

Besonders geeignete Materialien konnen auch zellfrei implantiert werden. Als
Beispiel seien hier kinstliche Hiuftgelenke, Zahnprotesen und der Hautersatz
genannt. Die Materialien sollten moglichst biokompatibel sein, also keine
AbstoBungsreaktion  hervorrufen und, in manchen Fallen, wie beim
Weichgewebeersatz, degradierbar sein. Bei der Degradation sollten evtl. auftretende
Abbauprodukte keine Entzlindung hervorrufen.

Die Kombination von biokompatiblem, degradierbarem Material mit autologen
Stammzellen, welche in die Zellen differenzieren, die im Transplantatbereich bendtigt
werden, stellt somit einen ldealfall des Tissue Engineerings dar. In jungster Zeit

kommen sogenannte Formgedachtnispolymere zum Einsatz, welche biokompatibel
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und in einer definierten Zeitspanne degradierbar sind. Aufgrund ihres
Formgedachtniseffektes bieten sie zusatzliche Moglichkeiten im Bereich der
Mikrochirurgie, da sie von einer temporaren, sehr komprimierten Form in eine

permanente Form von gréRerem Volumen wechseln konnen.

1.21 Formgedachtnispolymere

Neben etablierten Biomaterialien werden standig neue Materialien mit optimierten
Eigenschaften entwickelt. Dazu gehort eine neue Generation von Materialien mit
shape memory effect. Diese Formgedachtnispolymere zeichnen sich dadurch aus,
dald sie durch einen externen Stimulus (wie z. B. Temperaturanderung) aus ihrer
temporaren Form in ihre urspriingliche (permanente) Form wechseln kénnen. Der
Programmiervorgang (Deformation und Fixierung der temporaren Form) und das
Wiederherstellen der urspringlichen Form nach einem bestimmten externen
Stimulus ist reversibel und kann mehrmals wiederholt werden. Die Firma
mnemoScience hat eine Reihe solcher Materialien unterschiedlicher
Zusammensetzung hergestellt. Alle Materialien enthalten ein sog. Hartsegment und
ein Weichsegment (Schaltsegment). Durch Kombination verschiedener Substanzen,
wie Dbeispielsweise L,L-Dilaktid, Diglykolid, p-Dioxanon, e-Caprolakton und y-
Butyrolakton kann ein breites Eigenschaftsspektrum eingestellt werden. Die
permanente Form ergibt sich durch das Aufschmelzen oberhalb der Temperatur des
Hartsegmentes und anschlielendes Abklhlen unterhalb der Temperatur des
Hartsegmentes, aber oberhalb der Ubergangstemperatur des Weichsegmentes. Das
Polymer wird so in seine temporare Form gebracht (Deformation), die durch
Abkiihlen unterhalb der Ubergangstemperatur des Weichsegmentes fixiert werden
kann. Der Programmiervorgang wird also folgendermalfien durchgefihrt: wenn die
Temperatur hdher als die Ubergangstemperatur des Schaltsegmentes liegt, ist das
Polymer flexibel und kann deformiert werden. Diese temporare Form wird durch das
Abkiihlen unterhalb der Ubergangstemperatur fixiert. Bei erneuter Erwarmung stellt
sich die permanente (urspringliche) Form wieder her.

In dieser Arbeit werden Formgedachtnispolymere verschiedener Zusammensetzung

verwendet.
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1.2.2 Funktionelle Kompatibilitat und zellulare Gewebekompatibilitat
Fur die Biokompatibilitdt eines Materials, welches im Tissue Engineering Einsatz
findet, gibt es bisher keine prazisen Definitionen oder MelRmethoden. Meistens wird
die Biokompatibilitdt anhand der Leistung und des (Langzeit-)Erfolgs des
implantierten Materials in Bezug auf dessen Funktion oder Anwendung gemessen.
Ein und dasselbe Material kann in unterschiedlichen Geweben als biokompatibel

8 Die Gewebereaktion ist vom

oder nicht biokompatibel bewertet werden
Materialtyp, vom Ort der Applikation, von der Zeit, die das Material im Korper
verbleibt und vom Alter und allgemeinen Gesundheitszustand des Patienten
abhangig. Folglich kann die Biokompatibilitat eines Materials als sein Verhalten in
Wechselwirkung mit seiner Umgebung angesehen werden. Es gibt drei
Mdglichkeiten, die Biokompatibilitat eines Materials zu ermitteln und insgesamt sind
alle drei Tests noétig, um eine abschlieRende Aussage uber die Biokompatibilitat
eines Materials machen zu kdnnen:

a) die Anwendung im Menschen. Klinische Untersuchungen haben den enormen
Vorteil, da® sie genaue und fur die Klinik relevante Ergebnisse liefern. Andererseits
sind diese Tests jedoch teuer, zeitaufwandig und erst zu einem weit fortgeschrittenen
Stadium des Materials zu verantworten.

b) Tierversuche (in vivo). Diese haben den Vorteil, dall in einem intakten
biologischen System gearbeitet wird. Die Ergebnisse sind jedoch nicht immer auf den
Patienten Ubertragbar. Aul3erdem sind Tierversuche an relevanten Groldtieren teuer
und zum Teil ethisch umstritten. Bei Versuchen mit Kleinnagern (Mausen) kénnen
durch Wahl geeigneter Stamme molekulare Mechanismen der Biokompatibilitat
erforscht werden.

c) ex vivo bzw. in-vitro Versuche. Dabei werden die Materialien aullerhalb des
tierischen oder menschlichen Organismus in Kontakt mit in vitro kultivierten Zellen
untersucht. Diese Tests haben den Nachteil, dal® die Ergebnisse nicht immer auf den
Patienten Ubertragbar sind. Sie sich jedoch schnell und reproduzierbar durchfihrbar
und kénnen zur Klarung der Wirkungsmechanismen, die einer Wechselwirkung
zwischen Material und Gewebe zugrunde liegen, beitragen. Zellkulturversuche
stellen meistens die erste Stufe bei der Charakterisierung der Biokompatibilitat eines

Materials dar.

In der vorliegenden Arbeit wird zur Bestimmung von Zytotoxizitat bzw.

Biokompatibilitat eines Materials eine Maus L929-Fibroblastenzellinie eingesetzt. Die
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Fibroblasten stammen aus einer mannlichen C3H/An Maus. Normalparameter wie
Morphologie und Mitoseaktivitat sind bekannt. Diese Zellinie wird routinemafig nach
ISO 10993-5 fur Zytotoxizitatstests eingesetzt, welche sich durch reproduzierbare
Ergebnisse auszeichnen. Die Versuche zur Bestimmung der Parameter Morphologie
und Vitalitat werden sowohl im direkten Materialkontakt, als auch im indirekten
Kontakt mit Extraktionsuberstanden der Materialien durchgefihrt. Der indirekte Test
dient dem Nachweis von zytotoxischen Substanzen, welche aus dem Material

diffundieren konnten.

1.2.3 Degradation

Neben den Materialien, welche fur einen definierten Zeitraum unverandert im
menschlichen Korper ihre Funktion ausliben sollen (z. B. Huftgelenke), gibt es
solche, welche mit der Zeit abgebaut werden sollen, moglichst ohne toxische
Abbauprodukte zu erzeugen. In diesem Fall dient das Material nur als
vorubergehender Trager (scaffold), um die darauf bzw. darin enthaltenen Zellen an
einem definierten Ort zu platzieren. Abbaubare/degradierbare Materialien missen
Bindungen enthalten, welche unter physiologischen Bedingungen gespalten werden
konnen. Der Abbau kann enzymatisch oder hydrolytisch erfolgen. Im optimalen Fall
findet ein linearer Masseverlust mit gleichzeitigem Molekulargewichtsabbau statt. Bei
den vielfach verwendeten Polylaktiden findet im Inneren von Formkdrpern zunachst
ein Molekulargewichtsabbau zu Milchsduremonomeren und anschlieRend erst
,Masseverlust® durch Materialbruch statt und so entsteht, resultierend aus den
sauren Abbauprodukten, ein starker Entzindungsreiz. Dadurch wird der wichtige
Wundheilungsprozel3, der bei jeder Art von Gewebeersatz zur vollstandigen

Geweberegeneration notig ist, behindert bzw. verlangert.

1.3 Wundheilung

1.31 Definitionen und Einteilungen
Unter einer Wunde versteht man eine Unterbrechung des Zusammenhangs von
Korpergeweben mit oder ohne Substanzverlust, die durch mechanische Verletzung
oder physikalisch bedingte Zellschadigung verursacht wird.
Man unterscheidet vier Entstehungsarten von Wunden ;

1. mechanische Wunden durch aul3ere Gewalteinwirkung

2. thermische Wunden durch Einwirken von Hitze oder Kalte
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3. chemische Wunden durch Veratzung mit Sauren oder Laugen
4. strahlenbedingte Wunden durch Einwirkung aktinischer und ionisierender
Strahlen
Die Einteilung einer Wunde kann auch anhand der Form erfolgen 5°:
offene Wunden mit begrenzter Zerstérung der Hautoberflache (Schirfwunde)
offene Wunden mit gesamter Hautdurchtrennung (Perforation)
tiefe offene Wunden mit Beteiligung von Knochen und Organen

> N~

innere Wunden ohne offenen Hautdefekt

Sofort nach Eintritt der Verwundung beginnt die Wundheilung. Darunter versteht man
den VerschluBRprozel® nach einer Gewebeschadigung durch Epithelregeneration.
Dieser Vorgang wird mit der Vernarbung des Stitzgewebes abgeschlossen. Man
unterscheidet 3 Arten der Wundheilung: die primare (per primam intentionem)
Wundheilung, die Wundheilung unter dem Schorf und die sekundare (per secundam
intentionem) Wundheilung. Unter der primaren Wundheilung versteht man eine
Wundheilung ohne Verzogerung oder Komplikation. Hierbei mussen die Wundrander
aneinander gefugt werden, so dal} ein fester Wundverschluld gebildet werden kann.
Dies trifft vor allem auf die chirurgisch mit Adaptationsnahten versorgten Wunden zu.
Bei kleineren Hautdefekten wird die Wunde durch fibrinreichen Schorf abgedeckt,
welcher die Austrocknung und weitere Infektion der Wunde verhindert. Es findet eine
Reepithelialisierung statt, nach der sich der Wundschorf ablost. Bei gro3en und/oder
infizierten Wunden muf} die Wunde offen mit Verbanden und Medikamenten versorgt
werden. Ausgehend von Wundrand und Wundgrund bildet sich zunachst
Granulationsgewebe, welches im weiteren Verlauf durch Narbengewebe ersetzt wird.
Dieser ProzefR wird als sekundare Wundheilung bezeichnet %.
Man unterscheidet vier Phasen der Wundheilung:

1. exsudative Phase} inflammatorische Phase

2. resorptive Phase

3. proliferative Phase

4. reparative Phase
Je nach Art der Verletzung dauern diese Phasen unterschiedlich lang.
In der exsudativen Phase fullt sich die frische Wunde mit Wundsekret, bestehend
aus Blut und Lymphe, welche aus verletzten Gefalken und Gewebsspalten einflieRen.

Durch die Gerinnung des im Wundsekret enthaltenen Fibrinogens im
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thrombokinasereichen Milieu, entsteht der sogenannte Wundschorf. In der daraufhin
eintretenden resorptiven Phase wandern neutrophile Granulozyten in das
Wundgebiet ein, welche die dort vorhandenen Erreger phagozytieren bzw. abtoten.
Das Einwandern der neutrophilen Granulozyten hat das Einwandern von Monozyten
und Lymphozyten zur Folge, welche auch Bakterien und Gewebereste phagozytieren
konnen. Eine Aktivierung von Proteasen und die Exsudation von Plasma sind der
Nahrboden fur das Einwandern von Fibroblasten. Die inflammatorische Phase ist
damit beendet und die Wundheilung geht in die Phase der Proliferation Uber, welche
sich durch die Bildung von Granulationsgewebe auszeichnet. Die nun ortsstandigen
Fibroblasten beginnen zu proliferieren. Durch diese Tatigkeit entsteht im Wundgebiet
ein Sauerstoffmangel, der mit dem Auftreten von durch die Fibroblasten sezernierten
Wachstumsfaktoren die Einsprossung von Kapillaren aus der nédheren Umgebung
zur Folge hat (Angiogenese). Aullerdem differenziert ein Teil der Fibroblasten, durch
das in dieser Phase der Wundheilung vorhandene TGF-B stimuliert, zu
Myofibroblasten und es kommt zur Wundkontraktion. Dabei nahern sich die
Wundrander einander an, so daf® der erste provisorische Wundverschlufy durch ein
Fibrinkoagel nun auch raumlich geschlossen wird. Ist der Defekt durch
Granulationsgewebe aufgefullt, wird durch Fasersynthese und
Bindegewebsneubildung das Narbengewebe gebildet, welches dem ehemaligen
Defektgebiet die nétige mechanische Stabilitat verleiht %.

In der Literatur wird die Beteiligung von Stammzellen in der Wundheilung schon
lange diskutiert, allerdings gibt es bis heute dafir keine wissenschaftlich erwiesene
Bestatigung. Aulerdem stellt sich die Frage, ob und wie die Stammzellen in das bei
der Wundheilung entstehende Fibrinkoagel einwandern kdnnen, oder ob dieses eine
unuberwindbare Barriere darstellt und die Stammzellen nicht in das Zentrum der
Wunde vordringen kénnen. Um aktiv an der Geweberegeneration teilnehmen zu
konnen, mufiten die Stammzellen fibrinolytische Fahigkeiten besitzen und so das

dichte Fibrinnetz auflosen konnen.

1.3.2 Gerinnungskaskade/Fibrinolyse

Bei der Fibrinolyse handelt es sich um die enzymatisch-proteolytische Aufldsung von
Fibringerinnseln im Organismus. Sie dient der Aufrechterhaltung des dynamisch-
hamostatischen Gleichgewichts durch Neutralisierung der kontinuierlich ablaufenden
Blutgerinnung und der Entfernung des Fibrins aus dem zur Blutstillung gebildeten

Thrombus (Thrombolyse 28).
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PAI uPA/uPAR

7

Plasminogen Plasmin

I—— a2-Antiplasmin
Fibrindegradation
Abbildung 4: Schematische Darstellung der fibrinolytischen Kaskade

Wie in der schematischen Abbildung 4 dargestellt, wird durch die Aktivierung der
Serinprotease Plasminogen, welche im Blut in ausreichender Menge vorhanden ist,
der Abbau von Fibrin ermdglicht. Die Aktivierung wird durch proteolytische Spaltung
mit Hilfe der Serinproteasen tPA (tissue-Plasminogen-Aktivator) und uPA (urokinase-

9 TPA aktiviert Plasminogen hauptséchlich

Plasminogen-Aktivator) hervorgerufen
um Fibrin in Blutgerinnseln aufzulésen. UPA hingegen aktiviert Plasminogen zur
Aktivierung von Matrixmetalloproteinase und kann so die Migration von Zellen
erleichtern %2, wie es fiir das metastatische System von Tumoren beschrieben ist *.
Die Aktivitat von uPA wird durch Bindung an einen spezifischen Rezeptor verstarkt,
so dal} die Fibrinolyse in direkter Zellumgebung stattfindet, wahrend das sezernierte
tPA auch noch getrennt von Zellen zur Fibrindegradation fuhrt. Die Proteasen uPA
und tPA kénnen durch Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren (PAI) inhibiert werden .
Auch das Plasmin selbst kann durch a2-Antiplasmin an der Degradation des Fibrins
gehindert werden % Der uPA-Rezeptor (UPAR) besitzt, wie auch PAI, eine
Vitronektin-Bindungsstelle. Vitronektin ist eine Extrazellularmatrix-Komponente. Die
beiden Proteine konkurrieren somit um diese Bindungsstelle und beeinflussen so
aktiv das Ablésen und Anheften von Zellen, welche den uPA-Rezeptor exprimieren
% _Bindet PAI an Vitronektin, so kann sich die Zelle ablésen und wandern, bindet der
uPAR an Vitronektin verbleibt die Zellen an ihrem Ort. Plasmin und uPA kdnnen
aulRerdem durch Abspaltung von Propeptiden aus latenten Matrixmetalloproteinasen
(MMPs) aktive Matrixmetalloproteinasen generieren, welche am Abbau von
Extrazellulamatrix beteiligt sind. Dieser Vorgang kann wiederum durch sogenannte
TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinases) inhibiert werden °. Die

Gerinnungskaskade ist somit ein komplexer Mechanismus, der zum Abbau von
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Fibrin und Extrazellularmatrix fuhrt und aulerdem Angiogenese und Zellmigration
ausldsen kann .

Wenn Stammzellen an der Wundheilung beteiligt sein sollten, missen sie tief in den
Gewebedefekt eindringen kdnnen, bevor sie proliferieren und differenzieren. Die
Sezernierung von Serinproteasen wie tPA und uPA und die Expression des uPAR
waren hierfur unerlalich. Die Expression dieser Komponenten der Blutgerinnung
und/oder Fibrinolyse ist jedoch in Stammzellen bisher nicht beschrieben.

14 Ziele der Arbeit

Die Verwendung von mesenchymalen Stammzellen in der Geweberegeneration und
im Tissue Engineering ist winschenswert und realistisch. Der Einsatz von PGLA-
Schaumen im Knochen- und von Kollagenschwammen im Knorpelersatz sind bereits
klinisch erprobt. Die Kombination mesenchymaler Stammzellen mit neuartigen
sogenannten ,intelligenten“ Biomaterialien ist neu und unerprobt. Jede einzelne
Komponente braucht umfangreiche Kenntnis Uber die zellbiologischen und
materialtechnischen Grundlagen. Die Kombination beider Komponenten wirft neue
Fragen Uber Zelldifferenzierung, Zellmigration, Stoffwechselleistung und
Materialstabilitat, also Uber die gegenseitige Beeinflussung der Komponenten auf.
Viele Fragen sind an Einzelkomponenten weder studierbar, noch vorhersehbar,
sondern treten erst nach Kombination von Zellen und Material auf. In der
vorliegenden Arbeit wurde diese Kombination exemplarisch untersucht. Zum Einsatz
kamen mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks und neuartige ,intelligente”
Biomaterialien aus Formgedachtnispolymeren (shape memory polymers). Folgende
Einzelziele wurden im Hinblick auf die Bedeutung der Stammzellen in der
Geweberegeneration im Allgemeinen und ihren mdglichen Einsatz —mit
Formgedachtnispolymeren im Tissue Engineering im Speziellen formuliert:

1. Stammzellen missen nach einer Verletzung Signale erhalten, welche dazu
fuhren, dal® sie ihre Nische verlassen, im Blutkreislauf zirkulieren, dann
adharieren, in das betroffende Gewebe migrieren, dort proliferieren und
schliel3lich differenzieren. LaRt sich ein Rekrutierungsfaktor identifizieren, der
mesenchymale Stammzellen aus ihrer Nische lockt und zum Gewebedefekt
leitet?

2. Zu Beginn der Wundheilung wird ein dichtes Fibrinnetz gebildet, das eine

naturliche Barriere zur Verhinderung von Infektionen darstellt. Besitzen
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mesenchymale Stammzellen fibrinolytische Fahigkeiten, die den Stammzellen
das Eindringen tief in ein Wundgebiet erleichtern wirden?

3. Behalten mesenchymale Stammzellen ihre multipotenten Eigenschaften,
wenn sie auf ein biokompatibles Formgedachtnispolymer gebracht werden,
oder kommt es zu einer spontanen Differenzierung?

4. Transplantate werden nachweislich weniger abgestof3en, wenn sie zusammen
mit mesenchymalen Stammzellen in den Korper eingebracht werden. Was ruft
diese immunmodulatorischen Fahigkeiten mesenchymaler Stammzellen
hervor?

Um diese Fragen zu beantworten sollten mesenchymale Stammzellen zunachst
durch Expressionsanalyse mit DNA-Microarrays charakterisiert und ihre
multipotenten Eigenschaften durch gezielte Differenzierungen Uberprift werden.

Als mdglicher Rekrutierungsfaktor mesenchymaler Stammzellen sollte der
Hepatozytenwachstumsfaktor untersucht werden, welcher mito- und motogene
Effekte auf verschiedene Zelltypen ausubt und auflerdem in Wunden in erhdhter
Konzentration vorliegt.

Die eventuell vorhandenen fibrinolytischen Fahigkeiten sollten Uber die Expression
spezifischer Enzyme der fibrinolytischen Kaskade nachgewiesen werden.

Intelligente  Biomaterialien aus Formgedachtnispolymeren unterschiedlicher
Zusammensetzung sollten auf Zellkompatibilitat geprift werden und auf den
Polymeren, welche als biovertraglich eingestuft werden, sollen mesenchymale
Stammzellen in Adipozyten und Osteoblasten differenziert werden.

Zur Untersuchung der immunmodulatorischen Fahigkeiten sollte Uberpruft werden,

ob mesenchymale Stammzellen den Toll-like-Rezeptor 4 exprimieren.
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2. Material und Methoden
21 Materialien

211 Antikorper

2111 Primarantikorper

anti-c-met, polyklonal, aus Kanninchen
Blockingpeptid gegen anti-c-met AK
anti-CD4, 14, 34, 49a, 49c, 49d
anti-CD51, 54, 73, 105, 117

(alle monoklonal, aus Maus)

21.1.2

AP-konjugiert, anti-Kanninchen

Sekundarantikorper

FITC-gekoppeltes Streptavidin
FITC-gekoppelt, anti-Maus

21.2
HGF-ELISA
uPA-ELISA
uPAR-ELISA
tPA-ELISA
TNF-o-ELISA (QunatiGlo)

ELISA

21.3 Gebrauchschemikalien

Acrylamid

Agarose ,SeaKem LE agarose®
Alizarin-Rot

Amido Black 10 B
APS
BCIP/NBT-Tabletten
Bromphenolblau
BSA, 35%

CaCly

CASYTON

DMSO
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Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
DAKO, Danemark
DAKO, Danemark

Roche, Mannheim
DAKO, Danemark
DAKO, Danemark

R&D Systems, Minneapolis

american diagnostica, Greenwich, US
american diagnostica, Greenwich, US
american diagnostica, Greenwich, US

R&D Systems, Minneapolis

Roth, Karlsruhe
BioProducts, Maine, USA
Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim

Serva, Heidelberg

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Scharfe System, Reutlingen

Merck, Darmstadt



DTT

EDTA

Essigsaure
Ethidiumbromid
FDA
Formaldehydl6sung
Glycerol

Glycin

Hamacolor-Schnellfarbung

Hamalaun
IGEPAL (NP-40)

Insect Cell Lysis Buffer

Magermilchpulver
MgCl, 1M
Mountain-Medium
Natriumazid

Oil red O
Paraformaldehyd
PBS
Propidiumiodid
SDS
Stammzelltrypsin
Sudanschwarz
TEMED
3-Mercaptoethanol
Tris

Tris-HCL
Tris-NaOH
Triton-X-100
Trypsin/EDTA
VitroClud
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amersham Biosciences, UK, England
Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim
Pharmingen Intern., Hamburg
Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

GIBCO BRL, Schottland
Sigma, Steinheim

Gibco BRL, Schottland
CellSystems, St. Katharinen
Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma, Steinheim
CellSystems, St. Katharinen

Langenbrinck, Emmendingen
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214 Gebrauchslosungen

Alizarin rot-Losung

40 mM Alizarin rot in Aqua dest.
pH 4,1

Oil red O-Lésung
35 ml 0,2% (w/v) Oil red O in 100% Methanol
10 ml 1 N NaOH

Sudanschwarz-Ldsung
0,1 g Sudanschwarz in 100 ml 70% Ethanol

2 Minuten aufkochen lassen

nach dem Abkuhlen filtrieren

21.5 Gerate

Biofuge pico, Rotor #3325 Heraeus / Kendro, Dussledorf
Boyden-Kammern NeuroProbe, Gaithersburg, UK
Brutschrank (20% O3, 5% CO,, 37°C) Heraeus / Kendro, Dusseldorf
CASY 1 Scharfe System, Reutlingen
Digital Graphic Printer UP-D890 Sony, Kdln
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor: UE0O01)  Eppendorf, Kdln
FACSCalibur Becton Dickinson,Heidelberg
Gel-Dokumentationseinheit MWG Biotech AG, Ebersberg
Gel-Kammer Serva, Heidelberg
LightCycler Roche, Mannheim
Luminometer (MicroBeta TriLux) Perkin Elmer Wallac, Freiburg
Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A) Heraeus / Kendro, Dusseldorf
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena

pH-Elektrode Knick, Reutlingen
Photometer Eppendorf, KoIn

Power Supply Gibco BRL, Schottland
Reinraumwerkbank Hera Safe Heraeus / Kendro, Dusseldorf
Schuttler MTS4 IKA-Werke, Staufen
SpectraMax 340 Molecular Devices, Minchen
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Thermoblock DRI-BlockDB-2A

Thermocycler

Tropfenkonturanalyse System DSA10

Ultraschallgerat

UV-Lampe
Vortex MS2 Minishaker

Wasserbad

21.6 Glaswaren
Deckglaser

Erlenmeyerkolben

Falcon Culture Slides (4 Kammern)
Glaskapillaren fur LightCycler
Objekttrager SuperFrost Plus

Pasteurpipetten

Material und Methoden

Techne, Burkhardtsdorf
Biometra, Gottingen

Kruss, Hamburg

B. Braun Biotech International,
Melsungen

Roth, Karlsruhe

IKA-Werke, Staufen

GFL, Burgwedel

Menzel-Glaser, Deutschland
Schott, Mainz

Becton Dickinson, Heidelberg
Roche, Mannheim
Menzel-Glaser, Deutschland
Brand, Wertheim

21.7 Kits

BCA-Kit Pierce Biotechnology, Rockford
ViaLight HS BioWhittaker, Verviers, Belgien
21.8 Losungsmittel

Ethanol Merck, Darmstadt

Isopropanol Merck, Darmstadt

Methanol Merck, Darmstadt

21.9 Molekularbiologische Chemikalien

10x Puffer + Magnesium

6 x Loading Dye Solution, 1 ml

DNAse | aus Rinderpankreas, 10000 Einh.

First-Strand cDNA Synthesis Kit

LightCycler-DNA Master SYBR Green |

Marker DNA 20 bp Leiter
Marker DNA 100 bp Leiter, 0,1 pg/ul
METRA Osteocalcin EIA Kit

Roche, Mannheim

MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Roche, Mannheim

Amersham Pharmacia Biotech,
UK, England

Roche, Mannheim

Biozym, Hamburg

GIBCO BRL, Schottland
Quidel, San Diego, USA
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PCR Nukleotid Mix (10 mM jedes dNTP) Roche, Mannheim
Perfect Protein AP WP Marker Novagen, Darmstadt
Polymerase-Puffer (10x) Roche, Mannheim
RNEasy Kit Qiagen, Hilden

Taq DNA Polymerase, 5 u/ul Roche, Mannheim
21.10 Primer

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma MWG Biotech AG

(Ebersberg) synthetisiert.

R-Aktin 5-TGG CAC CAC ACC TTC TAC AAT GAG C-3°
5-GCA CAG CTT CTC CTT AAT GTC ACG C-3°
c-met 5’-AGA AAT TCA TCA GGC TGT GAA GCG G-3°
5-TTC CTC CGA TCG CACACATTT GTC G-3°
HGF 5-GGT AAA GGA CGC AGC TAC AAG-3°
5-ATA ACT CTC CCC ATT GCA GGT-3°
uPA 5-CAC GCA AGG GGA GAT GAA-3’
5-ACAGCATTT TGG TGG TGA CTT-3°
uPAR 5-TGG AGA TAG AGC CCC AGA TG-3°
5-TTATCA CAG GCA GCC CTA GG-3°
tPA 5-GGA AGT ACA GCT CAG AGT TCT GCA GCA CCC CTG C-3°
5’-GAT GCG AAA CTG AGG CTG GCT GTACTG TCT C-3°
PAI 5-TCATGG GCC AAG TGA TGG AAC-3°

5-CAT GCA CAC TGT TTC TGG GGA-3’

Plasminogen5"-TTT GTC TCT GGA GTG AAA ATG C-3°

5-AGA CTG TAT GTT TGG GAA TGG G-3°

TLR-4 5-AGC TCT GCC TTC ACT ACA GAG ACT TT-3°
5-ACAATCACCTTT CGG CTT TTATG-3"
CD14 5-CCG CTG TGT AGG AAA GAA GCT AA-3°
5-TGG TCG ATA AGT CTT CCG AAC CT-3°
ApoD 5’-CTC ACA GAG CCT GCC AAG C-3’
5-AGG GTT TCT TGC CAA GAT CC-3’
PIG12 5-CCA GTA TTG CAG GAG CGA CC-3’
5-CCA GGA AGT GCA TCC AGG C-3°
ApoE 5-GGG TCG CTT TTG GGA TTA CC-3°
5-TGT AGG CCT TCA ACT CCT TCATG-3"
Kca4 5-GAA CCC AGC CAG CAG TCC-3’
5-AAG CCA ACC CAC TCC AAG CC-3°
MAOA 5-AGT ATC GCG GGC CAC ATG-3°
5-ACC AAA ACA CTA ACG CCA TAT TCA G-3°
KGF 5-GAC ATG GAATTC TTA TAT ATC CAG CTG TTA G-3°

5’-CCT CAT AAA AAC AGT TCG TAG TAA GTT CAG-3’
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Chitinase 5-TCT TGA CTG CGG GCG TAT C-3°
5°-AAA GGA CAG GAG GTT GAT GAA ATC-3"
DKFZ 5-GAT GAG AAG ACC ATC CAG AG-3°
5-CAC GTC TGC CAG GAC ATT C-3°
21.11 Software

SOFTmax 1.2.0 fir ELISA
CELLQuest 3.1 fur FACSCalibur
LightCycler

AnalySIS

Drop Shape Analysis

2.1.12

Einmal-Spritze 10 ml

Verbrauchsmaterial

Eppendorfreaktionsgefalle 0,5 + 1,5 + 2 ml
FACS-RdAhrchen

Falcon Rohrchen (15 bzw. 50 ml)
Gewebekulturflaschen (T75, T25)
Gewebekulturschale

Kanule 18g

Kryordhrchen

Multiw ell Kulturplatten

PDMS-Folie
Polycarbonatmembran, 8 um Poren
Power Supply

Probenbecher fur CASY 1
PVDF-Membran

QiaShredder

SDS-Gradientengel (4-12%)
Skalpell zum Einmalgebrauch

Chromatographie-Papier

2.1.13
L929-Fibroblastenzellinie

Humane mesenchymale Stammzellen

Zellen
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Molecular Devices, Munchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Roche, Mannheim

Soft Imaging System GmbH, Minster
Kruss, Hamburg

BRAUN, Melsungen
Eppendorf, KoIn

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen
Terumo, Michigan, USA
Sarstedt, Nurnbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg
Sylgard 184, Dow Corning, USA
Corning, Dusseldorf

Serva, Heidelberg

Scharfe System, Reutlingen
Bio-Rad, Munchen

Qiagen, Hilden

NuPAGE, Karlsruhe

PFM, Koln

Whartman, Maidstone, UK

Gibco, Schottland

Primarkulturen
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21.14 Zellkulturmedien

21.141 Stammzellmedium

60% DMEM low Glukose PAA, Cdlbe

40% MCDB-201 Sigma, Steinheim
1 x ITS + BSA-Linolsaure Sigma, Steinheim
1 nM Dexamethason Sigma, Steinheim
100 uM Ascorbinsaure-2-phosphat Sigma, Steinheim
40000 Einheiten Penicillin PAA, Colbe

40 mg Streptomycin PAA, Colbe

10 ng/ml EGF Sigma, Steinheim
2% FKS (HyClone) Perbio Science,

Erembodegem-Aalst, Belgium

21.14.2 Adipozyten-Induktionsmedium

DMEM high Glukose PAA, Cdlbe

+ 1uM Dexamethason Sigma, Steinheim
+ 0,2 uyM Indomethacin Biomol, Hamburg
+ 0,01 mg/ml Insulin Sigma, Steinheim
+ 0,5 mM IBMX Sigma, Steinheim
+ 10% FKS (HyClone) Perbio Science,

Erembodegem-Aalst, Belgium

21143 Adipozyten-Erhaltungsmedium

DMEM high Glukose PAA, Colbe

+ 0,01 mg/ml Insulin Sigma, Steinheim

+ 10% FKS (HyClone) Perbio Science,
Erembodegem-Aalst, Belgium

21144 Osteoblasten-Induktionsmedium

DMEM low Glukose PAA, Colbe

100 nM Dexamethason Sigma, Steinheim

10 mM Natrium-R-glycerophosphat Sigma, Steinheim

0,05 mM Ascorbinsaure-2-phosphat Sigma, Steinheim

10% FKS (HyClone) Perbio Science,

Erembodegem-Aalst, Belgium
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2.1.14.5 L929-Kulturmedium

RPMI1640 PAA, Colbe

5% NKS Gibco BRL, Schottland
40000 Einheiten Penicillin PAA, Colbe

40 mg Streptomycin PAA, Colbe

21.15 Zytokine /| Wachstumsfaktoren

bFGF Strathmann Biotec, Hamburg
EGF Sigma, Steinheim

HGF Sigma, Steinheim

IL-113 Roche, Mannheim
Plasminogen american diagnostica, Greenwich, USA
TGF-3 CellSystems, St. Katharinen
2.2 Methoden

221 Molekularbiologische Methoden

2211 RT-PCR

Die Polymerasekettenreaktion dient der Amplifizierung eines spezifischen
Genabschnitts. Soll es sich um den Nachweis auf RNA-Ebene handeln, wird die
isolierte RNA zunachst mittels einer reversen Transkriptase in DNA umgeschrieben,
genannt cDNA (copyDNA), welche daraufhin in die PCR-Reaktion eingesetzt wird.
Gesamt-RNA wird mit Hilfe der Guanidinium-Thiozyanat-Methode (Rneasy Kit,
Qiagen, nach Herstellerangaben) isoliert und die Ausbeute photometrisch bestimmt.
Hierzu wird 1 ul der RNA in 99 ul RNase freies Wasser gegeben und dann die
Absorption sowohl bei 260 als auch bei 280 nm Wellenlange gemessen. Bei einer
Absorption von 260 nm wird die Menge an Nukleinsaure bestimmt, bei 280 nm die
Menge an Proteinen. Der Quotient aus der Absorption bei 260 nm zu 280 nm ist ein
Maf fur die Reinheit der RNA. Eine Verunreiniung durch Proteine fihrt zu einem
niedrigeren Quotienten. Hinreichend reine RNA liegt vor, wenn das Ergebnis
zwischen 1,4 und 1,8 liegt. Um die Konzentration zu bestimmen, wird der
Absorptionswert bei 260 nm mit dem Verdinnungsfaktor (hier 100) und dem Faktor
40 multipliziert. Als Ergebnis erhalt man die RNA-Konzentration in pg/ml.

Um evtl. noch vorhandene genomische DNA zu entfernen, wird an die RNA-Isolation

ein DNA-Verdau angeschlossen. Hierzu wird pro 30 ug RNA 1 ul DNAsel (entspricht
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20 bis 50 Einheiten) hinzugegeben und das Gemisch bei 37°C fir eine Stunde
inkubiert. Die anschlieRende cDNA-Synthese erfolgt mittels des first-strand cDNA
synthesis kit der Firma Amersham Pharmacia nach Herstellerangaben. 5 ug gesamt-
RNA werden mittels FPLCpure muriner reverser Transkriptase umgeschrieben.
Fir die Amplifizierung eines spezifischen Genabschnittes werden die folgenden
Substanzen bendtigt. Zwei spezifische Primer, dNTPs, Tag-Polymerase, 10x-Puffer,
RNase-freies Wasser und die cDNA. Bei den Primern handelt es sich um DNA-
Oligonukleotide, die eine komplementare Sequenz zum 5°- bzw 3’-Ende des Zielgens
aufweisen, wobei sich der eine Primer an das 3'-Ende des einen und der andere
Primer an das 5°-Ende des anderen DNA-Einzelstranges anlagert. Danach wird dieser
Genabschnitt amplifiziert. An die Primer kann die DNA-Polymerase binden, welche
von dort aus mit der Zweitstrangsynthese beginnt. Bei diesem Enzym handelt es sich
um eine Polymerase, welche aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus
isoliert wird und hitzestabil ist. Die Polymerase benétigt als Kofaktor Mg?*, welches im
10x-Puffer enthalten ist, um ihre gesamte Aktivitat zu entfalten. Die Tag-Polymerase
hat ihr Temperaturoptimum bei 72°C. Die dNTPs, bestehend aus den
Purinnukleotiden dATP und dGTP, sowie aus den Pyrimidinnukleotiden dTTP und
dCTP, werden als Bausteine flir den Zweitstrang von der Polymerase an den
entsprechenden Stellen eingeflgt. Als Matritze dient die zuvor synthetisierte cDNA.
Als Negativkontrolle wird die RT-PCR ohne cDNA durchgefuhrt. Die zu
amplifizierenden Genabschnitte werden in der Regel so gewahlt, da® sie im Genom
durch ein Intron getrennt sind. So lassen sich Amplifikate der cDNA sicher von
Amplifikaten genomischer DNA (die langer sind) unterscheiden. Ein typischer PCR-
Ansatz sieht folgendermalen aus:

e 5 pul 10x Puffer

e 0,5 pul Primer 3" (10pmol)

e 0,5 ul Primer 5" (10pmol)

e 1 ul dNTPs (Endkonzentration: 0,2 yM pro Nukleotid)

e 0,5 ul Tag-Polymerase (2,5 Einheiten)

e 1 ulcDNA

e 41,5 ul RNase-freies Wasser
Die Polymerasekettenreaktion setzt sich aus drei Schritten zusammen, welche dazu
dienen, die doppelstrangig vorliegende DNA aufzutrennen (Denaturierung), die

Anlagerung der Primer zu ermdglichen (Annealing) und die Zweitstrangsynthese
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erfolgen zu lassen (Extension). Diese Schritte werden 35 mal wiederholt und zwar bei
folgenden Temperaturen (der Deckel des Thermocyclers wird zuvor auf 95°C

aufgeheizt):

Denaturierung: 95°C 1 Minute

Annealing: X°C 1 Minute 35 Zyklen
Extension: 72°C 1 Minute

Finale Extension: 72°C 10 Minuten

Die Annealing-Temperatur variiert je nach Primerzusammenstellung. Hierbei spielen
sowohl die Menge an G — C —Paaren, als auch die Anfangs- und Endbasen der
Primer eine Rolle. Im Folgenden sind die Annealing-Temperaturen [und Groélen] fur

die jeweiligen spezifischen Produkte aufgefuhrt:

HGF: 54°C [266 bp]
c-met: 60°C [440 bp]
tPA: 69°C [347 bp]
uPA: 54°C [341 bp]
uPAR: 56°C [152 bp]
PAI: 55°C [662 bp]
Plasminogen: 54°C [125 bp]
TLR4: 60°C [94 bp]
CD14: 57°C [75 bp]

Zur Grélenbestimmung des PCR-Produktes werden jeweils zu 15 ul Produkt 5 pl
loading buffer gegeben und das Gemisch dann in die Slots eines Agarosegels (2%
Agarose in 1 x TBE Puffer aufkochen und in die Gelvorrichtung mit Kamm giel3en
und ausharten lassen) gegeben. Das Gel wird in ethidiumbromidhaltigem TBE-Puffer
liegend, fur ca. 50 Minuten an ein elektrisches Feld angeschlossen (100 mV). Nach
der GroRenauftrennung koénnen die entstandenen Banden im uv-Licht sichtbar
gemacht werden. Als GroRenkontrolle wird neben den Proben eine 100bp Leiter

aufgetragen (5 pl in 20 pyl Gesamtvolumen).
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3] 5
PP oA Doppelsiang
5 3

1) Denaturierung

5 3 2) Annealing

3) Extension

5 375 3’
Abbildung 5: Schematische Darstellung des Ablaufs der Polymerasekettenreaktion.

Die blauen und griinen Rechtecke symbolisieren Adenin und Thymin, die roten und gelben Cytosin und
Guanin. Die grauen Balken stellen das Zuckerphosphatriickgrat der Desoxyribonukleinsaure dar. Die
Neusynthese des jeweiligen Partnerstranges erfolgt von 5" nach 3".
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221.2 Real-Time-PCR
Der LightCycler kombiniert einen PCR-Thermocycler, eine Fluoreszenzdetektions-
Einheit, sowie die Moglichkeit, die Ergebnisse online am Computer zu verfolgen. Fir
einen LightCycler-Reaktionsansatz bendtigt man, im Gegensatz zur herkdmmlichen
PCR, SYBR Green, sowie spezielle Glaskapillaren. Das SYBR Green enthalt neben
der Polymerase und den dNTPs einen Farbstoff, der ausschliel3lich doppelstrangige
DNA markiert. Ein typischer Reaktionsansatz sieht folgendermalen aus:

e 2 ul SYBR Green (inklusive Polymerase, dNTPs und Puffer)

e 2.4 ul MgCly

e 0,5 pl Primer 3" (10 pmol)

e 0,5 ul Primer 5" (10 pmol)

e 12,6 yl HO

e 2 ulcDNA
Der Reaktionsansatz wird in eine Glaskapillare pipettiert und bei 3000 upm in einer
Eppendorfzentrifuge 15 Sekunden abzentrifugiert. Daraufhin werden die Kapillaren in
den Rotor des LightCyclers gestellt und die Reaktion gestartet. Folgende
Temperaturanderungen werden durchlaufen:

e 95°C, 30 Sekunden

e 95°C, 3 Sekunden, Denaturierung

e 60°C, 5 Sekunden, Annealing 40 Zyklen

e 72°C, 16 Sekunden, Extension
Neben dem zu amplifizierenden Genabschnitt, fir den die spezifischen Primer
zugegeben werden, mul flr jede eingesetzte cDNA auch eine R-Aktin PCR im
LightCycler durchgefuhrt werden. Aul3erdem mufd mit einer cDNA und den [3-Aktin-
Primern eine Standard-Kurve erstellt werden, wobei die cDNA einmal unverduinnt,
einmal 1:10 verdunnt und einmal 1:100 verdunnt eingesetzt wird. Dies ist notwendig,
um die Menge der eingesetzten cDNAs in Relation zueinander zu setzen, was eine
relative Quantifizierung des gewunschten Produktes ermoglicht. Dazu wird der am
Ende der Reaktion von der Software angegebene Wert der 3-Aktin cDNA durch die
unverdinnte Standard cDNA dividiert und der entstehende Faktor mit dem Wert der
cDNA des gewlnschten Genabschnittes multipliziert. Dies gilt nicht flr gleiche
cDNAs in unterschiedlichen Reaktionsansatzen.
FUr jedes neue Primerpaar mul® neben der Annealing-Temperatur auch die

Meltemperatur eingestellt werden. Bei Erreichen der MefRtemperatur wird die in
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jedem Zyklus neu gebildete Menge an doppelstrangiger DNA quantifiziert. Da auch
freie Primer hybridisieren, wirde diese kurze doppelstrangige DNA zum Amplifikat
dazugezahlt. Deshalb mul® eine Temperatur gewahlt werden, bei der die Primer
bereits wieder denaturieren, das Produkt aber noch stabil ist. Am Ende der Reaktion
lakt sich die Gesamtmenge des Produktes ablesen, welche man jedoch noch in
Bezug zur eingesetzten cDNA Menge setzen mul}, bevor eine Aussage uber die
tatsachlich gebildete Menge =zu machen ist. Eine Gelelektrophorese zur
GroRenbestimmung der Produkte ist im Anschluf® der Reaktion noch mdglich. Der
Vorteil gegenuber einer herkommlichen PCR liegt neben der Mengenabschatzung
des Produktes in der kirzeren Reaktionszeit. Diese liegt bei einer LightCycler-
Reaktion bei ca. 30 bis 60 Minuten, wahrend eine herkdmmliche PCR mehrere
Stunden dauert.

Die folgende Tabelle zeigt die Annealing- bzw. MelRtemperaturen der in dieser Arbeit

mittels quantitativer PCR nachgewiesenen spezifischen Genabschnitte:

Genabschnitt Annealing-Temperatur Meltemperatur
uPA 54°C 86°C
uPAR 56°C 85°C
tPA 69°C 89°C
ApoD 60°C 85°C
PIG12 58°C 86°C
ApoE 55°C 87°C
Kca4 62°C 88°C
MAOA 55°C 81°C
KGF 55°C 81°C
Chitinase 55°C 81°C
DKFz 60°C 88°C
2213 Array-Technologie

Zur Charakterisierung des Expressionsmusters undifferenzierter und zu
Osteoblasten und Adipozyten differenzierter mesenchymaler Stammzellen, wurde
eine Array-Analyse durchgefihrt. Hierzu wurde die RNA der jeweiligen Zellen zur
weiteren Bearbeitung zur Verfligung gestellt. Die cRNA-Synthese wurde von Dr.
Denecke (IZKF Biomat, RWTH Aachen) durchgefuhrt. Die fertige biotinylierte cRNA

wurde dann am IZKF Munster auf einen Affymetrix-Chip, bzw. auf einen Amersham-
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Chip (Fa. Amersham) gegeben und ausgewertet. Bei dem Affymetrix-Chip handelt es
sich um den Chip HGU95Av2, auf den mehr als 10000 Oligonukleotide gespottet
sind, bei dem Amersham-Chip handelt es sich um den Human UniSet 20K Bioarray
mit ca. 20000 Genen. Fur die Amersham-Chip-Analyse wurde nur cRNA von
unstimulierten und zu Adipozyten differenzierten mesenchymalen Stammzellen
eingesetzt.

Von jedem Gen sind 16 bis 20 unterschiedliche Oligonukleotide auf den Chip
gespottet, wobei wiederum jedes Oligonukleotid zweifach auf dem Chip enthalten ist.
Einmal in korrekter Basenfolge (perfect match), einmal mit einem Basenaustausch
(mismatch). Das Signal, welches durch die Hybridisierung an die mismatch Probe
entsteht, muld von dem Signal, welches durch die Hybridisierung an die perfect
match Probe entsteht, abgezogen werden, um unspezifische Bindungen
auszuschlielden.

Das Expressionsmuster folgender Gene wurde ausgewertet und durch eine Real-
Time-PCR bestatigt:

J02611-> Apolipoprotein D (ApoD)

AF010316 - Prostaglandin E Synthase (P1G12)

M12529 - Apolipoprotein E (ApoE)

AF022797 - intermediate conductance Ca-activated K-chanel (KCa4)

M68840 - Monoaminooxidase A (MAOA)

S81661 - Keratinozytenwachstumsfaktor (KGF)

U58515 - Chitinase

AL050214 > Klon P586H212 DKFZ (DKF2Z)

222 Physikalische Methoden

2221 Kontaktwinkelmessung

Der Kontaktwinkel zwischen einer Flussigkeit und einem Festkorper ist ein Mal} fur
die energetischen Wechselwirkungen zwischen Festkdrper und Flussigkeit und dient
der Bestimmung und Quantifizierung hydrophiler bzw. hydrophober Eigenschaften
eines Festkorpers.

Zur Kontaktwinkelmessung, die im Fraunhofer Institut fur Lasertechnik durchgefuhrt
wird, wird Uber eine Kanule ein Wassertropfen auf das Material aufgetropft und der
Winkel zwischen der Tangente des Wassertropfens und der Materialoberflache

vermessen (Abb. 6).
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Der Kontaktwinkel (o) nimmt mit zunehmender Hydrophobie zu bzw. mit
zunehmender Hydrophilie ab. Durch Vergleich mit hydrophilen bzw. hydrophoben
Materialien kénnen vergleichende Aussagen uber die Oberflacheneigenschaften
gemacht werden. Ein Kontaktwinkel von 80° ist als grenzwertig anzusehen.

Als hydrophobe Kontrolle dient eine PDMS-Folie, als hydrophile Kontrolle dient eine

plasmabehandelte PDMS-Folie. Es werden jeweils vier Messungen pro

Probenkoérper durchgefiihrt.

Abbildung 6: Beispiel eines Kontaktwinkels o zwischen einer Festkdrperoberflaiche und einem
Wassertropfen

223 Proteinchemische Methoden

2231 Western Blot

Diese Methode ermoglicht den Nachweis eines spezifischen Proteins in einem
Proteingemisch. Hierzu werden die Proteine zunachst der Grofde nach aufgetrennt,
dann auf eine Membran geblottet, mit einem spezifischen Antikdrper inkubiert und
schlieRlich detektiert.

Mesenchymale Stammzellen aus einer konfluent bewachsenen T25-Zellkulturflasche
werden in 600 pl insect cell lysis buffer (PharMingen) aufgenommen und mit Hilfe
einer Kanule in einem Eppendorfreaktionsgefald mit geschlossenem Deckel
resuspendiert. Die Proteinmenge wird mittels des BCA-Kits der Firma Pierce nach
Herstellerangaben bestimmt. 10 ug Protein werden auf einem 4 bis 12%-igen SDS-
Gel aufgetragen und fur 2,5 h bei 70 Volt nach ihrer GroRe aufgetrennt. Als
Laufpuffer dient Lammli-Puffer. Eine auf Gelgréle zurechtgeschnittene PVDF-
Membran wird fur 10 Minuten in Methanol inkubiert und dann zusammen mit dem

Gel und vier mal Whatman-Papier in folgenden Aufbau gebracht:
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Minus-Pol

Whatman-Papier

SDS-Gel
PVDF-Membran

Whatman-Papier

Plus-Pol

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines Western-Blot-Aufbaus

Das Blotten der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgt bei 150 mA innerhalb
einer Stunde. Die Proteine wandern in Richtung Plus-Pol, da sie von dem stark
negativ geladenen SDS ummantelt sind. Die Membran wird dann Uber Nacht in
Milchpulver bei 4°C inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Ein
spezifischer Antikorper (polyklonal, aus Kanninchen) gegen das c-met Protein wird in
einer Verdinnung von 1:200 zur Membran gegeben und diese dann fir 90 Minuten
bei Raumtemperatur geschwenkt. Eine einstindige Inkubation mit AP-konjugiertem
Zweitantikorper (Verdinnung: 1:5000) folgt, ebenfalls bei Raumtemperatur. Durch
Zugabe einer Sigma Fast 5-bromo,4-chloro,3-indolyl-Phosphat/Nitroblau-Tetrazolium
Tablette (BCIP/NBT) wird der gebundene Antikdrper sichtbar gemacht.

Als Negativkontrolle wird zeitgleich der gleiche Ansatz durchgefihrt, allerdings wird
der Primarantikdrper tber Nacht bei 4°C mit dem fiinffachen Uberschul® eines
spezifischen Blockingspeptides in einem kleinen Volumen PBS vorinkubiert. Zur
Grollenbestimmung wird ein Standard neben den Proben mitgefuhrt (Perfect Protein
AP WP Marker).

2.2.3.2 Zymographie

Wie der Western Blot bietet die Zymographie die Mdglichkeit zur Auftrennung von
Proteinen nach ihrer Grol3e; zusatzlich kann aber die Aktivitat der aufgetrennten
Proteine mittels eines Substrates nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde die Zymographie nach Park et al. druchgefiihrt *.

Zunachst werden die Zellen in 20 pl Probenpuffer (5% SDS, 20% Glycerol, 0,0025%
Bromphenolblau, 0,125 M Tris-HCI) aufgenommen und ultraschallbehandelt. Die
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Proteinlysate werden dann mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Hierzu wird zunachst ein
sogenanntes Sammelgel (s.u.) zwischen zwei abgedichtete, durch sogenannte
Spacer getrennte, Glasplatten gegossen. Zwischen den zwei Platten polymerisiert
die Lésung nun in einer vom TEMED ausgeldsten und vom APS katalysierten
Kettenreaktion. Danach gie3t man das Trenngel Uber das Sammelgel und steckt in
dieses einen Kamm hinein, der Platz fur die Proteinproben inm Sammelgel laft. Die
Lysate werden nach Erharten des Trenngels aufgetragen und wandern fur 40 bis 60
Minuten bei 20 mA (je Gel) in Richtung Plus-Pol. Lammli-Puffer dient als Laufpuffer.
Das Polyacrylamidgel wird daraufhin far 30 Minuten in 2,5% Triton-X-100
geschwenkt und dreimal mit destilliertem Wasser gesplult. Es folgt eine 30-minutige
Inkubation bei 39°C in PBS. Danach findet das Ubertragen der aufgetrennten
Proteine auf ein Casein-Agar-Gel statt. Dieses Gel wird folgendermalien hergestellt:
Zu 19 ml eines bei 55°C vorgewarmten Puffers aus 0,0013 M CaCl,, 0,1 M Glycin,
0,038 M Tris und 0,005 M Natriumazid werden 0,8 g Magermilchpulver (enthalt
Casein) gegeben. Diese 19 ml werden dann mit 19 ml 2% Agarose (55°C) gemischt
und wieder aufgeteilt. Der einen Halfte wird 1 ml Plasminogen (1000 ug/ml) zugefugt,
der anderen 1 ml destilliertes Wasser. Beide Losungen werden in eine Gelkammer
gegossen und erstarren gelassen. Daraufthin wird flr 12 bis 18 Stunden bei 39°C in
einer feuchten Kammer auf je ein Casein-Agar-Gel ein SDS-Gel gelegt. Nach dem
Blotten werden die Casein-Agar-Gele fur 10 Minuten in 3% Essigsaure fixiert, unter
Leitungswasser gespult und getrocknet. Danach werden sie fur eine Minute in 0,1%
Amido Black 10 B (in 25% Isopropanol und 10% Essigsaure in Wasser) geschwenkt.

Wenn die Proteinlysate fibrinolytische Enzyme wie uPA oder tPA enthalten, werden
diese das im Casein-Agar-Gel enthaltene Plasminogen zu Plasmin spalten und somit
aktivieren. Das Plasmin wiederum baut sein Substrat Casein ab. Uberall dort, wo
Casein abgebaut wird, findet keine Anfarbung mittels Amido Black statt. Das Casein-

Agar-Gel ohne Plasminogen dient der Detektion unspezifischer Banden.

Sammelgellésung (4,5%):

1,25 ml Sammelgelpuffer (0,5 M Tris-Cl, 0,4% SDS, pH 6,8)
0,75 ml Acrylamid (30%)

3 ml Aqua bidest.

10 pl TEMED

50 pl APS (10%)
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Trenngellésung (10%):

2,5 ml Trenngelpuffer (1,5 M Tris-Cl, 0,4% SDS, pH 8,8)
3,3 ml Acrylamid (30%)

4,2 ml Aqua bidest.

8 ul TEMED

50 pl APS (10%)

224 Zellbiologische Methoden

2241 Isolation und Kultivierung adulter humaner mesenchymaler
Stammzellen

Die Isolation mesenchymaler Stammzellen erfolgt aus humanem Aspirat oder
Spongiosa, welche bei einer Huft-TEP-Operation anfallen. Mit Zustimmung der
Patienten wird uns dieses Material von der Orthopadie des Aachener Klinikums zur
Verfligung gestellt.

Die Isolation erfolgt im Wesentlichen durch einen Adharenzschritt. Das Aspirat wird
mit Stammzellmedium 1:2 verdinnt, gevortext und abzentrifugiert (500xg, 10
Minuten), wahrend die Spongiosa solange mit Stammzellmedium mittels einer
Kanule durchgespililt wird, bis sie nicht mehr rot, sondern weil} ist. Hierbei wird das
zum Durchspulen genutzte Stammzellmedium gesammelt und abzentrifugiert (500xg,
10 Minuten). Die Zellpellets von Aspirat bzw. Spongiosa werden in 10 ml
Stammzellmedium resuspendiert und in eine T75-Zellkulturflasche Uberfuhrt. Nach
24 Stunden erfolgt ein Mediumwechsel, um die nicht adharent gewordenen Zellen,
vor allem die Erythrozyten, zu entfernen. Danach werden die Zellen alle drei bis vier
Tage mit frischem Medium versorgt. Bei 80 bis 90% Konfluenz werden die
Stammzellen mit 4 ml Stammzelltrypsin (CellSystems) abgeldst (8 bis 10 Minuten bei
37°C) und mit weiteren 6 ml Medium far 10 Minuten bei 500xg zentrifugiert. Die
Zellen werden in soviel Medium resuspendiert, dald pro T75-Zellkulturflasche 3,75 x
10° Zellen ausgesat werden. Das entspricht einer Zellzahl von 5000 Zellen/cm?,

welches die optimale Zelldichte zur Proliferation darstellt.

2242 Zellzahlbestimmung mittels CASY 1

Zur Bestimmung der Zellzahl wird nicht, wie allgemein Ublich, eine Neubauer- oder

Thomakammer, sondern ein elektronisches MeRgerat eingesetzt. Die

Zellzahlbestimmung beruht auf dem Prinzip der Widerstandsmessung. Die Zellen

werden in isotoner Elektrolytldsung suspendiert und durch eine MeRkapillare
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definierter Geometrie gesaugt, an die Uber zwei Platinelektroden eine elektrische
Spannung angelegt ist. Sobald eine Zelle in die Kapillare eindringt, entsteht ein
elektrischer  Impuls. Das  Zellzéhlgerat  CASY 1 kombiniert  das
Widerstandsmel3prinzip mit der Pulsflachenanalyse. Somit kann neben der Zellzahl
auch die GroRenverteilung der Zellen dargestellt werden. Dazu werden die von den
Zellen verursachten Impulse nach ihrer GroRe differenziert. Die Impulsflache ist dem
Zellvolumen proportional. Mit dieser Methode ist es moglich, zwischen lebenden und
toten Zellen zu unterscheiden, da tote Zellen mit defekter Zellmembran kleiner
dargestellt werden als vitale Zellen. Zur Durchfihrung der Zellzahlung werden 10 ml
CASYTON (MeRlésung) und 100 pl Zellsuspension in einem Probenbecher gemischt
(1:100 Verdunnung) und unter die MelRkapillare gestellt. Die Messung wird ausgeldst
und daraufhin konnen die Grolenverteilung, sowie die Zellzahl pro Milliliter

abgelesen werden.

2243 Differenzierung adulter humaner mesenchymaler Stammzellen

Zur Bestatigung, dal} es sich bei den isolierten Zellen um Stammzellen handelt, muf®
deren Multipotenz nachgewiesen werden. Hierzu bedient man sich der Protokolle
nach Pittenger et al.**. Die Zellen werden in Adipozyten und Osteoblasten
differenziert.

Bei der Adipozyten-Differenzierung werden die Zellen in einer Dichte von 8 x 10*
Zellen/cm? in Stammzellmedium ausgesat und ab dem nachsten Tag alle drei bis vier
Tage abwechselnd in Adipozyten-Induktions- und Adipozyten-Erhaltungsmedium
kultiviert. Nach 21 Tagen wird der Erfolg der Differenzierung anhand der
Lipidvakuolenbildung mittels Oil red O Farbung nachgewiesen. Hierzu werden die
Zellen zunachst fur 30 Minuten in 50% eiskaltem Ethanol fixiert und daraufhin far 10
Minuten in Oil red O LOsung geschwenkt. Unter dem Mikroskop erscheinen die
Lipidvakuolen rot. Bei der Farbung auf Formgedachtnispolymeren farbt sich das
Material allerdings mittels Oil red O Lésung komplett rot an. Deshalb muf} alternativ
auf eine Sudanschwarz Farbung zurtckgegriffen werden. Hierzu werden die Zellen 5
bis 10 Minuten in 4% Formalin fixiert, dann mit Wasser gespult und 3 Minuten in
Sudanschwarz-Lésung inkubiert. Es folgt ein dreimaliger Waschvorgang mit Aqua
dest. Nach 5 Sekunden Inkubation in 70% Ethanol werden die Zellen erneut zweimal
mit Aqua dest. gespult. Unter dem Lichtmikroskop sind Lipidvakuolen blau-schwarz
gefarbt.
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Fir die Osteoblasten-Differenzierung werden 3,1 x 10* Zellen/cm? ausgesat und ab
dem nachsten Tag alle zwei bis drei Tage mit Osteoblasten-Induktions-Medium
versorgt. Nach 16 Tagen wird die Bildung von Kalziumablagerungen mittels Alizarin
rot Farbung nachgewiesen. Die Zellen werden fur eine Stunde in 70% Ethanol fixiert,
mit Aqua bidest gewaschen und fir 10 Minuten in Alizarin rot Lésung (40 mM, pH
4,1) geschwenkt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS erscheinen die

Kalziumablagerungen rot.

2244 Scratch-Assay

Der Scratch-Assay ist ein in vitro Wundmodel, mit dem die chemokinetische Wirkung
eines Faktors nachgewiesen werden kann.

Mesenchymale Stammzellen werden in 6-Well-Platten ausgesat (5000 Zellen/cm?).
Bei Erreichen von Konfluenz wird mit Hilfe einer Pipettenspitze ein Kratzer durch den
Durchmesser des Wells gezogen (34,5 mm) und HGF in den Konzentrationen 0, 25,
50 und 75 ng pro Milliliter Uberstand hinzugegeben. Nach 24 h wird der
;WVundverschluR® photographisch  dokumentiert. Zur Quantifizierung der
Rekolonialisierung wird die Zellzahl in je vier Segmenten (320 ym x 320 um) des

JKratzerbereichs" bestimmt.

2245 Boyden-Kammer-Assay

Mit Hilfe des Boyden-Kammer-Assays ist es moglich, zwischen der
chemokinetischen und der chemotaktischen Wirkung eines Faktors zu
unterscheiden.

Die Boyden-Kammer besteht aus zwei Kompartimenten, welche durch eine
Polykarbonatmembran mit 8 ym grof3en Poren voneinander getrennt sind. Diese
PorengréfRe ermdglicht nicht nur die Diffusion von geldsten Stoffen, sondern auch

das aktive Hindurchwandern von Zellen.

Zellsuspension > :>

Membran (8 um Poren) 2 .
Medium + Chemoattraktanz

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Boyden-Kammer-Assays

Beide Kompartimente werden mit Medium, dem verschiedene Konzentrationen an

HGF zugesetzt werden, gefiillt und 1 x 10° hMSC werden in das obere Kompartiment
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gegeben. Die Boyden-Kammern werden fur 16 h bei 37°C, 5% CO; und 20% O
inkubiert. Daraufhin werden die Membranen aus den Kammern entnommen und die
Zellen auf der Oberseite mit einem Baumwolltuch abgewischt. Die restlichen Zellen
werden mittels Hamacolor-Schnellfarbung fixiert und gefarbt (jeweils eine Minute in
Fixierlosung [Losung 1], Farbereagenz rot [Losung 2] und Farbereagenz blau
[Losung 3]). Die Membranen werden auf Objekttrager gebracht und die Zellen in funf
verschiedenen Gesichtsfeldern ausgezahlt. Jeder Ansatz wird zeitgleich dreifach

bestimmt.

2246 Proliferations-Assay

Auf einer 24-Well-Platte werden 3000 hMSC pro Well mit unterschiedlichen HGF-
Konzentrationen (0, 25, 50 ng HGF/mlI Medium) inkubiert. Die Proliferation wird
mittels eines Luziferase-Detektionssystems (ViaLight HS, BioWhittaker) nach
Herstellerangaben bestimmt. Luziferase ist der Katalysator fir folgende Reaktion:
ATP --------- Luciferase----------- ->ADP + Pi + Licht

Das emmitierte Licht wird mit einem Luminometer gemessen und ist linear zur
vorhandenen ATP-Konzentration. Die Menge an ATP wiederum kann in Relation zur
Zellzahl gesetzt werden. Der ATP-Gehalt der hMSC wird nach 1, 2, 3, 4 und 7 Tagen
bestimmt. Das Medium wird nach der Messung an Tag 4 gewechselt. Als

Positivkontrolle dienen Zellen welche in Medium mit 20% FKS kultiviert werden.

2247 ELISA

Bei den in dieser Arbeit durchgefuhrten enzyme-linked-immunosorbend-assays
(ELISAs) handelt es sich um sogenannte quantitative Sandwich-ELISA, bei denen
ein spezifischer monoklonaler Antikorper auf einer Mikrotitterplatte gebunden vorliegt
(Abb. 9a). Die zu detektierende Substanz wird zur Standardkurvenerstellung und
somit Quantifizierung mitgeliefert. Der Standard und die Proben werden in
Dreifachansatzen in die Wells der Mikrotitterplatte gegeben und an dem gebundenen
Antikérper immobilisiert (Abb. 9b). Nach mehrmaligem Waschen der Wells wird ein
spezifischer Enzym-gekoppelter polyklonaler Antikérper (Abb. 9c), und nach
erneutem Waschen eine Substratlosung hinzugefugt. Es erfolgt ein Farbumschlag,
welcher proportional zu der zu detektierenden Substanz ist (Abb. 9d) und nach
Zugabe einer Stopldésung im ELISA-Reader bei einer spezifischen Wellenlange

gemessen werden kann.
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na oo ]ldh dhfldh ii

Abbildung 9: Schematische Darstellung eines ,Sandwich“-ELISAs

Fir den tPA-, uPA- und uPAR-ELISA werden 1,5 x 10* hMSC pro Well und fur den
HGF-ELISA 2 x 10* hMSC pro Well in einer 96-Well-Platte ausgesat. Daraufhin
erfolgt eine 24-stindige Inkubation mit TGF-B3, IL1-B und bFGF je in
Konzentrationen von 10, 1 und 0,1 ng/ml Medium. Unstimulierte Stammzellen dienen
als Kontrolle. Der Zelluberstand wird in kommerziell erhaltliche Sandwich-ELISA der
Firma R&D Systems (TNF-a-, HGF-ELISA) bzw. american diagnostica (tPA-, uPA-
und uPAR-ELISA) nach Herstellerangaben eingesetzt.

2248 Immunhistochemie

Mesenchymale Stammzellen werden in 4-Kammer chamber slides ausgesat (5000
Zellen/cm?) und nachdem sie adhirent geworden sind fiir 30 Minuten in 0,5%
Paraformaldehyd (in PBS) fixiert. Nach einem Waschschritt mit 0,5% BSA in PBS
(PBSSA) werden unspezifische Bindungsstellen mit Blockier-Puffer (5% BSA in PBS)
fur 15 Minuten abgedeckt. Es folgt eine 45-minutige Inkubation bei Raumtemperatur
mit dem Primarantikorper (anti-c-met, polyklonal, aus Kanninchen), welcher 1:50 in
PBSSA-NP40 (1:200 Verdlinnung von NP40 in PBSSA) verdunnt eingesetzt wird.
Daraufhin werden die Zellen dreimal mit PBSSA fir 10 Minuten gewaschen, bevor
der Sekundarantikérper (1:250 in PBSSA) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur
hinzugegeben wird. Es folgt ein erneuter Waschschritt wie zuvor beschrieben.
Danach werden die Zellen mit FITC-gekoppeltem Streptavidin in einer 1:250
Verdinnung fur 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. Zuletzt werden die Zellen erneut
dreimal gewaschen und dann mit (DAPI)-haltigem mounting medium eingedeckelt.
Als Negativkontrolle wird der gleiche Ansatz mit einem, bei 4°C Uber Nacht mit einem

spezifischen Blockingpeptid vorinkubierten, Primarantikorper durchgefihrt.
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2249 FACS-Analyse

Die FACS-Analyse dient dazu, Oberflachenepitope auf Zellen nachzuweisen. Die
Zellen werden mittels fluoreszierender Antikdrper markiert und ein Laser detektiert
die Anzahl an markierten Zellen pro Gesamtzellzahl. Zur Probe hinzugegebenes
Propidiumiodid dient der Markierung toter Zellen.

Fir eine FACS-Probe werden ca. 2,5 x 10° Zellen in einem Volumen von 100 pl in
1% BSA (in PBS) bei 4°C fur 30 Minuten vorinkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzudecken. Dann wird 1 ug Primarantikdrper zur Zellsuspension
gegeben und flr weitere 60 Minuten bei 4°C inkubiert. Es folgt ein Waschschritt,
indem die Zellen dreimal in 100 pl 0,1% BSA (in PBS) abzentrifugiert und
resuspendiert werden. Die letzte Resuspendierung erfolgt in 1% BSA (in PBS). Die
nun vorliegende Zellsuspension wird fur 45 Minuten bei 4°C im Dunkeln mit dem
Sekundarantikdrper (1:20 Verdunnung) inkubiert. Der vorher beschriebene
Waschschritt wird wiederholt und die Zellen werden in 100 pyl PBS mit 1 uM
Propidiumiodid  resuspendiert. Als  Negativkontrolle  wird anstelle des
Primarantikdrpers ein speziesspezifisches Immunglobulin eingesetzt.

10000 Zellen werden mit Hilfe des FACSCalibur-Gerates von Becton Dickinson mit
der FACS-Calibur Software ausgewertet.

Als Primarantikorper werden monoklonale Antikorper aus der Maus gegen CD4,
CD14, CD34, CD49a, CD49c, CD49d, CD51, CD54, CD73, CD105 und CD117

eingesetzt. Als Sekundarantikdrper dient ein FITC-gekoppelter anti-Maus-Antikorper.

22410 Zytotoxizitatstests

Zur Bestimmung von Zytotoxizitat bzw. Biokompatibilitat eines Materials wird eine
Maus L929-Fibroblastenzellinie eingesetzt. Die Fibroblasten stammen aus normalem
areolarem und adipotischem Gewebe einer mannlichen C3H/An Maus. Morphologie
und Mitoseaktivitat dieser Zellinie sind bekannt. Sie wird routinemallig nach 1SO
10993-5 fur Zytotoxizitatstests eingesetzt, welche sich durch reproduzierbare
Ergebnisse auszeichnen. Die L929-Zellen sind kommerziell erhaltlich und werden in
RPMI-Medium, welches mit 5% natalem Kalberserum supplementiert ist, expandiert.

Das Medium wird dreimal pro Woche gewechselt.

Die Versuche zur Bestimmung der Parameter Morphologie und Vitalitat und

Proliferation werden zum einen im direkten Materialkontakt, zum anderen im

- 49 -



Material und Methoden

indirekten Kontakt durchgefihrt. Der indirekte Test dient dem Nachweis von

zytotoxischen Substanzen, welche aus dem Material herausdiffundieren konnten.

FUr den direkten Test werden die Probenkdrper einzeln in 12 Well Mikrotiterplatten
gelegt, mit den Zellen beschichtet (1,8x10* Zellen/cm? [L929], 5x10° Zellen/cm?
[AMSC]) und fur 24 Stunden bei 37°C und 5% CO,-Atmosphare in RPMI-Medium mit
5% NKS kultiviert. Als Kontrollmaterial dient eine entsprechend grofRe Glasronde.

FUr den indirekten Kontakt wird das Material ohne Zellen zunachst mit dem
Kulturmedium fiir 24 Stunden in Kontakt gebracht (1 mm? Materialoberflache in 1 ml
Medium). Dieses Medium wird anschlieRend fur weitere 24 Stunden zu den Zellen

gegeben.

Morphologie:

Unter dem Lichtmikroskop wird die Morphologie der L929-Zellen betrachtet. Als
Kontrolle dienen jeweils L929-Zellen, welche auf Glasronden ausgesat wurden. Eine
Anfarbung der Zellen mit Hamalaun erleichtert die Beurteilung der Zellmorphologie.
Es werden sowohl das so genannte Zellspreading (Zellausbreitung) sowie die
Adhasion einer Zelle an das Material begutachtet.

Vitalitét:

Nach der 24-stindigen Inkubation der Zellen im direkten bzw. indirekten
Materialkontakt wird eine sogenannte Live-death-Farbung mit Fluoresceindiacetat
und Propidiumiodid durchgefuhrt. Hierzu wird ein Tropfen FDA-PI-Losung auf die
Zellen gegeben (1,2 ml Ringer-Lésung, 20 pl FDA [0,1ug FDA in 20 ml Aceton], 20 ul
P1 [0,01ug PI in 20 ml PBS]). Das FDA wird in lebenden Zellen von Zellmembran-
Enzym-Esterasen umgesetzt und erzeugt bei vorhandener Vitalitat eine grun
fluoreszierende Farbung. Pl dagegen bindet an die DNA toter Zellen, deren Kerne

dann rot erscheinen.

Die angefarbten Zellen werden digital fotografiert und mit Hilfe der AnalySis-Software
quantifiziert. Dabei wird neben der Gesamtzellzahl und der Anzahl mitotischer Zellen
die Fraktion an lebenden bzw. toten Zellen berucksichtigt. Es werden pro Probe vier

Bilder & 1 mm? ausgewertet und der Mittelwert bestimmt.

Die Kontrollzellen sollten maximal 5% tote Zellen und zwischen 3 und 5% mitotisch

aktive Zellen enthalten. Anderenfalls ist der Versuch nicht auswertbar.
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3. Ergebnisse
3.1 Charakterisierung humaner mesenchymaler Stammzellen
3.1.1 Humane mesenchymale Stammzellen lieBen sich in Adipozyten

und Osteoblasten differenzieren

Zum Nachweis der Multipotenz der isolierten Zellen wurden sie nach definierten
Protokollen zu Adipozyten und Osteoblasten differenziert. Nach 21 Tagen lieRen sich
mit Alizarin-rot Farbung die Kalziumablagerungen in der Extrazellularmatrix der
Osteoblasten (Abb. 10d) und mit Oil red O Farbung die Lipidvakuolen der

entstandenen Adipozyten nachweisen (Abb.10h).

Osteogene Differenzierung Adipogene Differenzierung
Kontrolle Induktion | Kontrolle _ Induktion

un_q_ef_é_rbt

agefarbt

Abbildung 10: Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen zu Osteoblasten und
Adipozyten. Nach dreiwochiger Induktion zu Osteoblasten (c) und Adipozyten (g) lieRen sich Kalzium-
Ablagerungen der Osteoblasten mit Alizarin rot (d) und Lipidvakuolen der Adipozyten mit Oil red O (h)
anfarben. Skala: 200 um (b)

In einer aus dieser Arbeit entstandenen Veréffentlichung *

wurden die isolierten
Zellen auRerdem in Richtung Chondrozyten differenziert. Die aus dem Knochenmark
isolierten Zellen waren also multipotent. Zur weiteren Charakterisierung der Zellen
wurden deren Oberflachenepitope in einer FACS-Analyse untersucht. Aufgrund des
Fehlens eines spezifischen Markers fir mesenchymale Stammzellen mufdte ein
Expressionsmuster untersucht werden. Abbildung 11 zeigt die Ergebnisse der FACS-
Analyse. Die hMSC exprimierten weder die hamatopoetischen Marker CD4, CD14
und CD34, noch die Integrine CD49a und CD49d und den Stammzellfaktorrezeptor

CD117 (c-kit). Das Integrin CD49c, der Vitronektinrezeptor CD51 und das
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interzellulare Adhasionsmolekil 1 CD54 waren auf der Zelloberflache nachweisbar.
Endoglin (CD105; SH2) und die Ekto-5'-nukleotidase (CD73; SH3) wurden sehr
stark exprimiert (Abb. 11). Dieses Expressionsmuster stimmt mit dem von Pittenger
et al. ¥ veroffentlichten Expressionsmuster multipotenter humaner mesenchymaler

Stammzellen Uberein.
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Abbildung 11: FACS-Analyse humaner mesenchymaler Stammzellen.

Die Charakterisierung der Oberflachenepitope ergab, dall die Zellen CD4 (a), CD14(b), CD34(c),
CD49a (d), CD49d (e) und CD117 (f) nicht exprimierten, CD49c (g), CD51 (h) und CD54 (i) mafig und
CD105 (k) und CD73 (I) stark exprimierten.

Neben den spezifischen Farbenachweisen nach Differenzierung in Richtung
Osteoblasten und Adipozyten und der Untersuchung der Oberflachenepitope wurde
mittels DNA-Chip-Analyse eine Gensignatur von unstimulierten und differenzierten
Stammzellen Uberpraft. Hierzu wurden unstimulierte, und zu Osteoblasten und
Adipozyten differenzierte hMSC mittels Affymetrix-Chip untersucht. Von den mehr als
10.000 Genen wurden 7529 bei keiner der drei Zellpopulationen und 2244 in allen
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drei Zellpopulationen exprimiert. 647 Gene hybridisierten nur mit cDNA von
unstimulierten hMSC, 568 nur mit cDNA von Adipozyten und 536 nur mit cDNA von
Osteoblasten. Weiterhin wurden 394 Gene von unstimulierten hMSC und Adipozyten
gemeinsam exprimiert, 487 von unstimulierten hMSC und Osteoblasten und nur 220

gemeinsam von Adipozyten und Osteoblasten.

3.1.2 Expressionsanalysen humaner mesenchymaler Stammzellen

mittels DNA-Chip-Technologie

Zunachst wurde eine Gensignatur ausgewahlt, welche bekannte Gene von
mesenchymalen Stammzellen, Adipozyten und Osteoblasten enthielt. Bei den
ausgewahlten Genen handelte es sich um Apolipoprotein D (ApoD), Prostaglandin E
Synthase (P1G12), Apolipoprotein E (Apo E), infermediate conductance Ca-activated
K-chanel (Kca4), Monoaminooxidase A (MAOA), Keratinozytenwachstumsfaktor
(KGF), Chitinase und um ein Gen mit bisher unbekannter Funktion (DKFZ). Die
Expression dieser Gene wurde mittels DNA-Chips sowohl bei unstimulierten hMSC,
als auch bei zu Adipozyten und zu Osteoblasten differenzierten hMSC untersucht.
Hierzu wurden Chips der Firma Affymetrix und Amersham benutzt (siehe Methoden)
und als Bestatigung jeweils eine Real-Time-PCR durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 11 dargestellt. Das erwartete Expressionsmuster ist auf der rechten
Seite abgebildet. Die Daten der Chip-Analysen und der quantitativen PCR stimmten
weitgehend mit diesem Muster Uberein, obwohl die Hohe der Expressionen in den
einzelnen Systemen teilweise unterschiedlich waren. Apolipoprotein D wurde stark in
Osteoblasten exprimiert, PIG12 von unstimulierten hMSC und Adipozyten, wahrend
das Apolipoprotein E nur von Adipozyten exprimiert wurde. KCa4 wurde von
unstimulierten hMSC und Osteoblasten exprimiert und die Monoaminooxidase A von
Osteoblasten und Adipozyten. Der Keratinozytenwachstumsfaktor wiederum wurde
hauptsachlich von unstimulierten hMSC exprimiert, war jedoch auch in Adipozyten
nachweisbar. Die Chitinase wurde in unstimulierten hMSC und sehr stark in
Adipozyten gebildet, wahrend das in seiner Funktion unbekannte DKFZ von

unstimulierten hMSC und Osteoblasten exprimiert wurde.
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Expressionsmuster (4) der Zellpopulationen wurde mittels DNA-Chip von Affymetrix (1), Amersham (2)
und Real-Time-PCR (3) Uberprift. Die zu Osteoblasten differenzieten hMSC konnten bei der
Amersham-Chip-Analyse nicht berlcksichtigt werden (2, n.d.).
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Da Chip-Analysen und Real-Time-PCR unterschiedlich sensitiv sind, sind die
absoluten Mengen nicht zu vergleichen. Die Relationen der Expression in
unstimulierten hMSC; Osteoblasten und Adipozyten waren jedoch sehr ahnlich. So
war die Expression von DKFZ nach der Affymetrix-Analyse 1,6 mal hoher als in
unstimulierten hMSC. Die quantitative PCR fihrte zum gleichen Faktor. Die
Expression von KCa4 war nach der Affymetrix-Methode in unstimulieten hMSC
1,03-fach erhoht gegenuber Osteoblasten.

Die Real-Time-PCR ergab eine Erhdhung von 2,66. Beide Methoden konnen also
eingesetzt werden, um eine Gensignatur zu Uberprifen.

Der Differenzierungsstatus humaner mesenchymaler Stammzellen in Richtung
Osteoblasten und Adipozyten konnte demnach mittels dieser Gensignatur aus 8
Genen ermittelt werden. Eine Analyse von der gebildeten Extrazellularmatrix bei
Osteoblasten oder den typischen Lipidvakuolen bei Adipozyten sollte jedoch
zusatzlich erfolgen (siehe Abb. 10).

Diese Ergebnisse bilden die Grundvorraussetzung fur das Arbeiten mit humanen
mesenchymalen Stammzellen und somit fur alle folgenden Versuchsreihen. Ohne
den Nachweis, dal} es sich tatsachlich um multipotente Zellen handelt, waren die nun
folgenden Ergebnisse nicht haltbar, da es sich z. B. auch um Osteoblasten aus dem

Knochenmark handeln konnte.

3.2 Rekrutierung von hMSC am Beispiel des HGF/c-met Systems

Die Beteiligung mesenchymaler Stammzellen an der Geweberegeneration wird
immer wieder diskutiert. Dabei stellt sich die Frage nach dem Faktor, der fir die
Rekrutierung der Stammzellen aus ihren Nischen zu dem Gewebedefekt
verantwortlich ist. Da der Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) in Wunden in erhohter
Konzentration vorliegt und er mito- und motogene Effekte auf verschiedenste
Zelltypen ausibt, wurde HGF und dessen spezifischer Rezeptor c-met in hMSC

untersucht.

3.21 hMSC exprimierten HGF und c-met auf RNA- und Protein-Ebene

Fur die Detektion von HGF- und c-met-spezifischen Transkripten wurde eine RT-
PCR durchgeflhrt.
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Abbildung 12: Humane MSC exprimierten HGF und den Rezeptor c-met auf RNA-Ebene.

Amplikon des HGF-Gens (266 bp) und des c-met-Gens (400 bp); M) Marker (100-bp-Leiter); 1)
Negativkontrolle (ohne cDNA); 2) hMSC-cDNA, HGF; 3) Leberzell-cDNA (Positivkontrolle), HGF; 4)
hMSC-cDNA, c-met; 5) Mesothelzell-cDNA (Positivkontrolle), c-met

Humane mesenchymale Stammzellen exprimierten sowohl den Hepatozyten-
wachstumsfaktor (HGF), als auch dessen spezifischen Rezeptor c-met auf RNA-
Ebene (Abb. 12).

Die Detektion des Rezeptors auf Protein-Ebene durch Western-Blot Analyse wies
eine 145 kDa gro3e Bande nach, die das c-met Protein reprasentiert (Abb. 13).
Durch Vorinkubation des spezifischen Antikdrpers mit einem Blockierpeptid wurde
die Intensitat der Bande stark reduziert. Dies zeigt, dal} es sich um eine spezifische

Bindung des Antikorpers an das c-met Protein handelt.
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Abbildung 13: Detektion des Rezeptors c-met auf Proteinebene.

Die Westernblot-Analyse von hMSC-Proteinlysaten mit einem c-met Antikorper zeigte eine
Proteinbande von 145kDa GrélRe, welche den Rezeptor reprasentiert (Bahn 1, Pfeil). Eine vorherige
Inkubation mit einem spezifischen c-met Antikdrper Blockierpeptid verhinderte die Detektion der 145
kDa Bande (Bahn 2). M) Molekulargewichtsproteinmarker

Die c-met Expression auf Proteinebene konnte durch eine immunhistochemische

Farbung bestatigt werden.
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Abbildung 14: Der HGF-Rezeptor c-met ist auf der Zelloberflache detektierbar.

In der Immunhistochemie sind die mesenchymalen Stammzellen mit einem spezifischen Antikorper
gegen c-met inkubiert worden (A, A’) bzw. mit dem gleichen Antikérper, welcher zuvor mit
Blockierpeptid behandelt wurde (B, B"). Uber 95% der Zellen zeigten ein positives Signal, jedoch in
unterschiedlichem Ausmal3. Diese Abbildung zeigt eine schwach positive (A) und eine stark positive
(A") Zelle. Die Zellkerne sind mit DAPI gegengefarbt.

Abbildung 14 zeigt, da® humane mesenchymale Stammzellen ein positives Signal flr
c-met auf der Zelloberflache trugen. Eine Vorinkubation des Antikorpers fuhrte zum
volligen Verlust des Signals, was die Spezifitdt des Antikorpers beweist. Die
Intensitat des Signals war zwar verschieden stark, allerdings lag keine lokale
Anhaufung (Clustering) des Rezeptors vor (sogenannte hot spots). Er war relativ
homogen Uber die Zelloberflache verteilt. Mehr als 95% der Zellen exprimierten den
c-met-Rezeptor in unterschiedlich starkem Ausmal}.

Die Expression von HGF auf Protein-Ebene wurde mittels ELISA ermittelt, wobei die
Kulturiberstande von unstimulierten mesenchymalen Stammzellen und von mit

Zytokinen stimulierten mesenchymalen Stammzellen untersucht wurden.
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Abbildung 15: Die HGF-Expression in hMSC ist zytokinabhangig.

Humane mesenchymale Stammzellen wurden fir 24 Stunden mit TGF-B3, IL-18 und bFGF in
verschiedenen Konzentrationen stimuliert. Die HGF-Expression wurde mittels ELISA ermittelt. Diese
Abbildung zeigt Mittelwerte von hMSC dreier Spender, jeweils in Doppelbestimmung. *p<0,05

Die gemessene Menge an HGF bei 2 x 10* unstimulierten hMSC lag zwischen 770
und 2000 pg/ml und wies leichte spenderspezifische Unterschiede auf. Die Tendenz
nach einer 24-stlindigen Stimulation mit TGF-B, IL-13 und bFGF war allerdings bei
allen Spendern gleich. TGF-[3 senkte die HGF-Expression , wahrend IL-13 und bFGF
keinen entscheidenden Einflu auf die HGF-Expression ausubten. TGF- fihrte in
einer Konzentration von 0,1 ng/ml zu einer Verminderung von 33+7%. TGF-B-
Konzentrationen von 1 und 10 ng/ml fuhrten zu einer Herabregulation der HGF-
Expression um 54+17% bzw. 50+19%. Diese Herabregulation war in allen TGF-R-
Konzentrationen signifikant. IL-13 hatte in keiner Konzentration einen signifikanten
Effekt auf die HGF-Expression. Auch bFGF flihrte in Konzentrationen von 0,1 und 1
ng/ml nicht zu einer signifikanten Anderung, obwohl eine Konzentration von 10 ng
bFGF/mlI Medium die HGF-Expression gegenuber den unstimulierten Zellen auf
180+51% steigerte (p=0,11).

3.2.2 HGF verstarkte die Migration humaner mesenchymaler
Stammzellen

Nach der Detektion des HGF-Rezeptors auf hMSC wurde dieser mit Hilfe eines in

vitro Wundmodels auf seine Funktion Uberprift. Hierzu wurde mittels einer

Pipettenspitze ein Kratzer definierter Gréfke in einen konfluenten hMSC-Monolayer
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gesetzt und das daran anschlieBende Einwandern der Zellen in das zellfreie Areal
nach 24 Stunden photographisch dokumentiert.

Abbildung 16: HGF stimulierte die Migration von mesenchymalen Stammzellen.
Mittels einer Pipettenspitze wurde ein Kratzer in einen konfluenten hMSC Monolayer gesetzt (,in-vitro-
Wunde*®) und 24 Stunden mit HGF stimuliert. A) 0 ng/ml; B) 25 ng/ml; C) 50 ng/ml; D) 75 ng/ml.

Im konfluenten Bereich befanden sich 150 hMSC/mm?. Der in vitro Wundbereich war
zellfrei. Die Rekolonialisierung dieses zellfreien Areals verlief schneller unter Zugabe
von HGF. Dieser Effekt war konzentrationsabhangig. In der Kontrolle (ohne HGF,
Abb. 16A) war nach 24 Stunden im Kratzerbereich nur 1,07 Zellen/mm? zu
detektieren. Bei 25 und 50 ng/ml HGF befanden sich hingegen 1,6 bzw. 3,2
Zellen/mm? im zuvor zellfreien Areal (Abb. 16B, C). Der Zusatz von 75 ng/ml bewirkte
sogar eine 8-fache Migrationssteigerung auf 8,8 Zellen/mm? (Abb. 16D).

Somit war ein promigratorischer Effekt von HGF fir humane mesenchymale
Stammzellen erwiesen. Ob es sich dabei jedoch nur um einen chemokinetischen,
oder sogar um einen chemotaktischen Effekt handelte, d. h. ob es sich um eine
ungerichtete oder eine gerichtete Migration handelte, war mit diesem scratch assay

nicht zu ermitteln.
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3.2.3 HGF wirkte chemotaktisch auf humane mesenchymale
Stammzellen

Der Boyden-Kammer-Versuch, bei dem zwei Kompartimente durch eine pordse

Membran voneinander getrennt sind und die Zellen von dem oberen Kompartiment

bei Vorhandensein eines Chemoattraktanz im unteren Kompartiment durch die

Membran migrieren, dient dem Nachweis gerichteter Migration.
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Abbildung 17: HGF wirkte chemotaktisch auf hMSC.

Die Stammzellen wurden in dem oberen Kompartiment einer Boyden-Kammer ausgesat und HGF
wurde in das untere bzw. in das untere und das obere Kompartiment hinzugefiigt (ng/ml Medium). Die
Boyden-Kammern wurden 16 Stunden bei 37°C inkubiert. *p<0,005; **p<0,001

Nach 16 Stunden war im Gegensatz zum Kontrollansatz (ohne HGF) ein mehr als
dreifacher Anstieg an migrierten Zellen bei einem Zusatz von 37,5 ng/ml bzw. 50
ng/ml detektiert (Abb. 17). Wenn jedoch in beiden Kompartimenten ein
Konzentrationsausgleich vorlag, fiel die Migrationsrate wieder auf die basale
Migration (ohne HGF) zurlck. Dies ist ein eindeutiger Hinweis auf eine gerichtete,

also chemotaktische Migration in Richtung HGF.

3.24 HGF inhibierte die Proliferation humaner mesenchymaler
Stammzellen

Der im scrafch assay und Boyden-Kammer-Versuch detektierte promigratorische

Effekt konnte theoretisch ein indirekter Effekt sein, welcher auf verstarkte

Proliferation als Antwort auf die HGF-Stimulation zuriickzufiihren ist. Deshalb wurde

-60 -



Ergebnisse

die Proliferation humaner mesenchymaler Stammzellen mit und ohne HGF-

Stimulation untersucht.
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Abbildung 18: HGF inhibiert die Proliferation humaner mesenchymaler Stammzellen.

Der ATP-Gehalt wurde als Maf firr die Proliferation der Stammzellen in Abhangigkeit von 0, 25 und 50
ng HGF/ml Medium nach 1, 2, 3, 4 und 7 Tagen ermittelt. Als Positivkontrolle diente Medium mit 20%
FKS, wahrend das Stammzellkulturmedium nur 2% FKS beinhaltete. Diese Abbildung zeigt die
Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten, jeweils in Doppelbestimmung.

In Abbildung 18 sind die relativen Luziferaseaktivitaten, welche in Korrelation zur
Zellzahl stehen, Uber einen Zeitverlauf von 7 Tagen dargestellt. Als Positivkontrolle
dienten Zellen, welche in Medium mit 20% FKS kultiviert wurden. Diese Kontrolle war
notwendig, um  auszuschlieBen, dall sich die Zellen bereits am
Proliferationsmaximum befanden, so dal} eine Steigerung der Proliferation durch
HGF-Stimulation nicht mehr zu detektieren gewesen ware.

Die Abbildung 18 zeigt, dalk die Stammzellen ohne HGF-Stimulation in ihrem
Kulturmedium (mit 2% FKS) langsamer proliferierten, als die Zellen der
Positivkontrolle. Ein Proliferationsanstieg durch HGF-Stimulation war also prinzipiell
madglich. Eine Stimulation mit 25 bzw. 50 ng/ml HGF verminderte allerdings die
Proliferationsrate auf 72+21% bzw. 65+18% im Vergleich zu unstimulierten Zellen.
Der zuvor beschriebene HGF-vermittelte promigratorische Effekt war demnach nicht

auf verstarkte Proliferation zurtickzufuhren, sondern auf Chemotaxis.
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Die hier dargestellten in vitro Ergebnisse zeigen, dall HGF ein chemotaktischer
Faktor fur mesenchymale Stammzellen ist. Die mesenchymalen Stammzellen sollten
theoretisch aus ihrer Nische mittels HGF rekrutiert werden kénnen, und so zum
Defekt geleitet werden kénnen. Dort wirden sie allerdings eine naturliche Barriere,
ein Fibrinnetz, vorfinden. Dieses entsteht sofort nach Verwundung im Rahmen der
Wundheilungsprozesse. Sollten die hMSC tatsachlich an der Geweberegeneration
beteiligt sein, mussten sie die Fahigkeit besitzen, dieses Fibringerist zu

durchbrechen.

3.3 Fibrinolytische Fahigkeiten humaner mesenchymaler Stammzellen

Humane mesenchymale Stammzellen kdnnen zu einem Gewebedefekt migrieren.
Dort finden sie aber haufig ein dichtes Fibrinnetz vor, welches im Zuge der
Wundheilung entsteht. Wenn die hMSC an der Regeneration zu Grunde gegangenen
Gewebes beteiligt sein sollen, mufdten sie das Fibrinnetz spalten, um tiefer in den
Defekt vorzudringen. Deshalb wurden die Enzyme der Fibrinolyse in hMSC
untersucht.

In  Abbildung 19 sind wesentliche Komponenten des Fibrinolyse-Systems
schematisch dargestellt. Die Ergebnisse von Expressionsanalysen mittels RT-PCR

sind an den jeweiligen Positionen als Bilder eingefugt.

3.3.1 Humane mesenchymale Stammzellen exprimierten Enzyme der
Fibrinkaskade auf RNA-Ebene
Aus Abbildung 19 wird ersichtlich, da hMSC Schlisselkomponenten der Fibrinolyse
exprimierten. Dabei handelte es sich um den tissue-Plasminogen-Aktivator (tPA),
den Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA), dessen Rezeptor (UPAR) und den
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAl). Die Expression von PAI ist fur viele Zelltypen
beschrieben. Die Serinproteasen uPA und tPA sind allerdings spezifisch fur wenige
Zelltypen und ihre Expression in Stammzellen wurde bisher nicht beschrieben.
Plasminogen wurde nicht von hMSC exprimiert, liegt aber im Plasma in
ausreichender Menge vor, um Uberall im Koérper als Initiator flr die Fibrinolyse zu

dienen.
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Abbildung 19: Schemazeichnung der fibrinolytischen Kaskade.
Die fibrinolytischen Enzyme haben z. T. aktivierende, z. T. inhibierende Wirkungen auf die Fibrinkaskade, welche zum Abbau von Fibrin und Extrazellularmatrix

fuhrt. In die Schemazeichnung sind Gelfotos von RT-PCRs integriert, welche das Expressionsmuster humaner mesenchymaler Stammzellen in Bezug auf die
Enzyme der fibrinolytischen Kaskade darstellen. M) Marker (100-bp-Leiter); 1) Negativkontrolle (ohne cDNA); 2) hMSC-cDNA,; 3) Positivkontrolle (HOMC-cDNA)
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Die Expression der fibrinolytischen Enzyme unterlag teilweise einer Regulation durch
Zytokine, die in der Wundheilung eine Rolle spielen. Es wurde die Wirkung von IL-13
(Akutphase), bFGF (Proliferationsphase) und TGF-[3 (Regenerationsphase) auf die
Expression fibrinolytischer Enzyme untersucht. Wie in Abbildung 20 zu sehen ist,
wurde die tPA-Expression auf RNA-Ebene durch eine bFGF-Stimulation (10 ng/ml,
24 h) um mehr als das 5-fache erhoht (p=0,0009), wahrend die uPA-Expression auf
RNA-Ebene nach 24-stundiger Stimulation mit TGF-R (10 ng/ml) um das 2,5-fache
anstieg (p=0,23). IL-1 hatte keinen signifikanten Einflud auf die Expression

fibrinolytischer Enzyme in hMSC.

3.3.2 Humane mesenchymale Stammzellen exprimierten Enzyme der
Fibrinkaskade auf Protein-Ebene
Die Enzyme der fibrinolytischen Kaskade waren nicht nur auf RNA-, sondern auch
auf Protein-Ebene nachweisbar. TPA, uPA und uPAR konnten aus Uberstanden von
unstimulierten und mit Zytokinen stimulierten hMSC detektiert werden. Abbildung 21
bestatigte die Aussagen der Real-Time-PCR Ergebnisse aus Abbildung 20. bFGF
steigerte die tPA-Expression (p=0,19), wahrend TGF-B die uPA-Expression
verstarkte (p=0,3). Auch auf Protein-Ebene hatte IL-13 keinen signifikanten Einflul3
auf die Expression der fibrinolytischen Enzyme. Die Standardabweichungen der
ELISA-Daten (Abb. 21) waren wesentlich groRer als die der Real-Time-PCR
Ergebnisse, da bei dem ELISA nicht relative, sondern absolute Mengen gemessen
wurden und grof3e Spenderunterschiede mit erfalt wurden. Die Tendenzen nach

einer Zytokinstimulation waren allerdings immer gleich.

Der Nachweis, dal® hMSC die fibrinolytischen Enzyme tPA, uPA und uPAR auf RNA-
und Protein-Ebene exprimierten bedeutet noch nicht, da} die Proteine auch aktiv
waren. Aus diesem Grund wurde ein funktioneller Assay durchgeflihrt, bei dem
uberpruft wurde, ob die gebildeten Proteine tatsachlich Plasminogen aktivieren

konnen.
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Abbildung 20: Enzyme der fibrinolytischen Kaskade sind zytokinreguliert.

Real-Time PCR mit cDNA aus unstimulierten hMSC und aus hMSC, die mit jeweils 10 ng/ml TGF-R,
IL-183 und bFGF stimuliert wurden. Die Abbildung zeigt gemittelte und normierte Werte aus drei
unabhangigen Experimenten. *p<0,05
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Abbildung 21: Enzyme der fibrinolytischen Kaskade sind zytokinreguliert.

ELISA mit Uberstanden von unstimulierten hMSC und von hMSC, die mit jeweils 10 ng/ml TGF-R, IL-
18 und bFGF stimuliert wurden. Die Abbildung zeigt gemittelte Werte aus drei unabhangigen
Experimenten.
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3.33 Die fibrinolytischen Enzyme uPA und tPA kamen als aktive
Proteine in humanen mesenchymalen Stammazellen vor
Die Aktivitat der im ELISA nachgewiesenen Enzyme wurde mittels eines
Zymogramms nachgewiesen. Die Proteinlysate wurden gelelektrophoretisch nach
Grolke aufgetrennt und dann auf ein Gel geblottet, welches Plasminogen und als
Substrat Casein enthielt. Bei Vorhandensein von fibrinolytisch aktiven Enzymen in
den Proteinlysaten wird das Plasminogen in seine aktive Form Plasmin gespalten
und kann Casein verdauen. An diesen Stellen konnte das Gel dann nicht mehr von
Amido schwarz angefarbt werden. In Abbildung 22 erkennt man aufgehellte Banden,
dort wo Casein degradiert wurde. Die kontrastreichen runden Muster stammen von

Luftblasen im Gel, die unglicklicherweise das Bandenmuster teilweise verdecken.

N, . ‘\- : .
. 0_._[1,";

Kontrolle TGF-R IL1-8 bFGF

Abbildung 22: uPA und tPA lagen in hMSC in ihrer aktiven Form vor.

Die Proteinlysate wurden nach Grofle aufgetrennt und auf ein Caseinagargel geblottet, welches
Plasminogen enthalt. Uberall dort, wo fibrinolytisch aktive Enzyme vorhanden waren, wurde
Plasminogen aktiviert und Casein abgebaut. Proteinlysate unstimulierter und mit Zytokinen stimulierter
(jeweils 10 ng/ml) mesenchymaler Stammzellen enthielten Enzyme, welche Plasminogen aktivierten
und der GréRe nach zu urteilen tPA und uPA entsprachen.
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Bei den beiden Banden handelte es sich der Grofde nach um tPA (70 kDa) und uPA
(31-54 kDa). Obwohl die Luftblasen, die beim Transfer des aufgetrennten
Proteinlysates von einem Gel auf das andere entstanden, die Banden teilweise
verdeckten, waren sowohl bei den Proteinlysaten der unstimulierten, als auch bei
den Proteinlysaten der stimulierten Zellen zwei Banden zu detektieren. Somit lagen
uPA und tPA in ihrer aktiven Form in hMSC vor.

Demnach konnen mesenchymale Stammzellen das Fibringerust in einer Wunde
abbauen und mit Hilfe des uPA-Rezeptors und PAI die Adhasion und Migration

beeinflussen.

Diesen in vitro Ergebnissen nach zu urteilen kdnnen mesenchymale Stammzellen
nicht nur in Richtung Defekt migrieren, sondern besitzen auch die Fahigkeit das dort
existierende Fibringerist abzubauen. Eine Beteiligung mesenchymaler Stammzellen
an der Geweberegeneration ist demnach moglich. Sie kdnnten in den Defekt
eindringen, dort proliferieren und differenzieren. Doch stellt sich die Frage, ob das
Differenzierungspotenzial auch bestehen bleibt, wenn sie durch Tissue Engineering
mit einem Tragermaterials direkt in die Wunde eingebracht werden, oder ob das
Material die Stammzelleigenschaften hemmt? Diese Fragestellung wird im nachsten
Abschnitt behandelt.

34 Zytokompatibilitat und Differenzierbarkeit humaner

mesenchymaler Stammzellen auf Formgedachtnismaterialien

Materalien, welche im Bereich des Tissue Engineerings in Kombination mit
mesenchymalen Stammzellen als Tragermaterial (scaffold) dienen sollen, missen fur
die hMSC zytokompatibel sein und sollten deren Differenzierungspotenzial nicht
negativ beeinflussen. Um die Biovertraglichkeit der hier erstmals getesteten
Formgedachtnispolymere zu untersuchen, wurden diese zunachst in Anlehnung an
die europaische Norm EN [ISO 10993-5 (Biologische Beurteilung von
Medizinprodukten — Prifungen auf in vitro-Zytotoxizitat) untersucht. Es wurden alle in
der nachstehenden Tabelle aufgefihrten Materialien mit der L929-Maus-

Fibroblastenzellinie auf Zytokompatibilitat/Zytotoxizitat Uberpruft.
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Tabelle 1: Zusammensetzung der Formgedéachtnisbasismaterialien

Material Zusammensetzung Charge
1 PCL-10k-co-PPDL-2k (60/40) 460TP02
2 PU-PPDL-3k (100) 623ZB03
3 P-DL-LA-6k-co-PPDL-3k (50/50) 9227B02
4 PCL-10k-co-PPDL-3k-co-PEG-8k (50/40/10) | 661ZB03
5 PPDL-3k-co-PCL-10k-co-PEG-8k (40/55/05) | 662ZB03
6 PPDL-3k-co-PCL-10k-co-PEG-2k (40/50/10) | 663ZB03
7 PCL-10k-co-PPDL-3k (50/50) 6197B02
8 PCL-10k-co-PPDL-3k (60/40) 272TP02
9 PCL-10k-co-PPDL-3k (60/40) 276EH02
10 PU-PCL-10k (100) 620ZB02
11 PCL-4k-co-PPDL-3k (60/40) 482TP02
12 PCL-2k-co-PPDL-3k (60/40) 908TP02
13 PCL-2k-co-PPDL-3k (50/50) 1450ZB04
14 PCL-2k-co-PPDL-3k (60/40) 1451ZB04
15 PCL-2k-co-PPDL-3k (70/30) 1452ZB04
16 PCL-2k-co-OXD-3k (60/40) 1104TP02
17 PCL-10k-DMA-Netzwerk 277TP02

Zum Einsatz kamen insgesamt 17 Polymere (Tab. 1). Die 17 Polymere setzen sich
aus verschiedenen Monomeren in unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen
zusammen. Bei den Monomeren handelt es sich um Polycaprolakton (PCL),
Polypentadecanolid (PPDL), Polyethylenglykol (PEG), Polyurethan (PU), N,N-
Dimethylacrylamid (DMA) und Oxadiazol-Derivat (OXD).

Die Zusammensetzung tragt entscheidend zu den Formgedachtniseigenschaften des
Materials bei. Es ist beispielsweise moglich, den Zeitraum, den das Material bendtigt,
um von der temporaren in die permanente Form zu wechseln, mit Hilfe des

Mischungsverhaltnisses zu variieren.

3.41 Die Formgedachtnismaterialien unterschieden sich in ihren

hydrophilen/hydrophoben Eigenschaften
Die Oberflacheneigenschaften eines Materials tragen entscheidend dazu bei, ob ein

Material zellvertraglich ist oder nicht. Hydrophile bzw. hydrophobe Eigenschaften

beeinflussen das Adharenzverhalten der Zellen auf dem Material.
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Zur Bestimmung der Hydrophilie der Polymere wurde am Institut fir Lasertechnik der

RWTH Aachen eine Kontaktwinkelmessung durchgefuhrt.

Tabelle 2: Kontaktwinkel ¢ der Basismaterialien

Die Materialien lassen sich in hydrophob und hydrophil einteilen. Einige befanden sich in einem
grenzwertigen Bereich zwischen hydrophob und hydrophil. Als Kontrollen dienten PDMS-Folien. Die
unbehandelte PDMS-Folie war hydrophob (*), die plasmabehandelte hydrophil (**).

Material | Kontaktwinkel (°) | hydrophob | hydrophil | grenzwertig
1 74,3+0,63 X
2 80,25+2,20 X
3 78,65+1,41 X
4 37,75+6,74 X
5 Nicht meRbar! X
6 43,10+26,24 X
7 72,66+4,47 X
8 79,234+1,63 X
9 75,83+2,02 X
10 77,15+0,44 X
11 72,21£2,75 X
12 Nicht meBbar!
13 101,92+1,94 X
14 97,88+3,72 X
15 94,45+3,86 X
16 79,68+5,41 X
17 75,9+1,29 X

PDMS* 118,80+8,80 X

PDMS** 54,00+15,10 X

Je groRer der Kontaktwinkel, desto hydrophober ist das Material. Die
Zusammensetzung der Polymere hattte einen entscheidenden Einfluld auf die
Hydrophilie. So bewirkte beispielsweise die Komponente PEG, dall das Material
hydrophiler wurde (vergleiche Material 1 und 4). Die Kontaktwinkel der Materialien 5
und 12 waren nicht messbar (Tab. 2); Aufgrund der Form des Wassertropfens

konnten die Materialien jedoch als extrem hydrophil eingestuft werden (Abb. 23).
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Abbildung 23: Kontaktwinkelmessung der Formgedachtnispolymere 1 bis 17.
Hydrophobe Materialien lassen den Wassertropfen kugelig erscheinen, hydrophile abgeflacht.
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3.4.2 Die Formgedachtnismaterialien unterschieden sich in ihrer
Zytokompatibilitat/Zytotoxizitat

Als Kontrolle fur die Biokompatibilitatstests mit L929-Mausfibroblasten im direkten

und indirekten Materialkontakt dienten inerte Glasronden fur die Zellkultur.

Abbildung 24: Hamalaunfarbung (links, Skala 50 um) und Vitalfarbung (rechts, Skala: 200 ym) der
Kontrollzellen auf Glasronden.

In den Kontrollansatzen zeigten die L929-Zellen auf Glasronden in einer
Hamalaunfarbung (Abb. 24) eine charakteristische Fibroblasten-Morphologie mit
deutlichen Fortsatzen. Es zeigte sich eine scharfe Abgrenzung von Zellkern zu
Zytoplasma, eine unauffallige Kern-Plasma-Relation, eine deutliche Abgrenzung des
Zytoplasmas durch die Zellmembran und keine ungewdhnliche Vakuolisierung oder
EinschlUsse.

Die Vitalfarbung (Abb. 24, grine Fluoreszenz) zeigte, dal’ die Zellen vital waren und
einen homogenen Zellrasen ausbildeten Die Anzahl toter Zellen (rote Zellen) lag
deutlich unter 5%. Die Mitoserate lag zwischen 3 bis 5%.

Im Folgenden sind die Hamalaun- und Vitalfarbungen der Biokompatibilitatstests aller

17 Materialien im direkten Kontakt mit L929-Mausfibroblasten dargestellt.
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Abbildung 25: Hamalaunfarbung (links) und Vitalfarbung (rechts) und im direkten Test mit den
Materialien 1 bis 4.

Die L929-Zellen waren auf Material 1 und 3 adharent, gut gespreitet und vital. Auf
Material 2 waren die L929-Zellen jedoch nur schwach adharent, abgekugelt, aber
vital. Der direkte Test mit Material 4 fihrte zu schwach adharenten, abgekugelten

(verklumpten) und teilweise toten Zellen.
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?tgpilgung 26: Hamalaunfarbung (links) und Vitalfarbung (rechts) im direkten Test mit den Materialien
IS o.

Die L929-Fibroblasten waren auf Material 5 nur schwach adharent, abgekugelt und
lagen in Clustern vor (verklumpt). Auf Material 6 und 8 waren die Zellen ebenfalls
schwach adharent und groBtenteils abgekugelt. Es kam jedoch nicht zur
Clusterbildung. Die L929-Zellen waren auf Material 7, ahnlich dem Material 1 und 3
adharent, gut gespreitet und vital.
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Abbildung 27: Hamalaunfarbung (links) und Vitalfarbung (rechts) im direkten Test mit den
Materialien 9 bis 12.

-

Die Materialien 9, 11 und 12 zeigten im direkten Test adharente, vitale, jedoch
teilweise abgekugelte Zellen. Auf Material 11 lagen die Zellen auRerdem teilweise in
Clustern vor. Morphologisch waren die L929-Mauszellen auf Material 12 untypisch
spindelférmig gespreitet. Auf Material 10 waren die L929-Zellen abgekugelt, nur

teilweise vital und in sehr geringer Dichte vorhanden.
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Abbildung 28: Hamalaunfarbung (links) und Vitalfarbung (rechts) im direkten Test mit den
Materialien 13 bis 16.

Auf den Materialien 13 und 14 waren die Zellen adharent, dicht verteilt und vital. Die
Zellen auf Material 13 waren allerdings untypisch spindelférmig gespreitet.

Die Materialien 15 und 16 fihrten zu abgekugelten Zellen in sehr geringer Dichte und
Vitalitat.
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Abbildung 29: Hamalaunfarbung (links) und Vitalfarbung (rechts) im direkten Test mit Material 17.

Material 17 bewirkte, ahnlich wie die Materialien 1, 3 und 7 eine hohe Zelldichte,

sowie adharente und vitale Zellen, die gut gespreitet sind.

Die 17 Formgedachtnispolymere unterschieden sich im direkten Test mit L929-
Mausfibroblasten in ihrer Zytokompatibilitat (Abb. 25-29). Abbildung 30 und Tabelle 3

fassen die Ergebnisse des direkten Tests zusammen.

FUr den indirekten Biokompatibilitatstest wurden die Materialien zuvor 24 Stunden
mit Medium extrahiert und die Extrakte wurden dann zu den L929-Zellen auf
Glasronden gegeben. Im Gegensatz zu den Kontrollzellen (Abb. 24) gab es keine
signifikanten Unterschiede, bis auf das Materialextrakt 9. Abbildung 31 fasst die

Ergebnisse des indirekten Tests zusammen.
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Abbildung 30 zeigt die Ergebnisse des Zytokompatibilitatstests mit L929-Fibroblasten aller 17 Basismaterialien. Um als zellkompatibel

eingestuft zu werden, sollte ein Material im direkten Test maximal 5% tote Zellen und zwischen 3 und 5% Mitosen hervorrufen.

% Zellen
—
(@)]
|

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Materialien

M % tote Zellen O % mitotische Zellen

Abbildung 30: Zytokompatibilitdt/Zellvertraglichkeitn von Formgedachtnispolymere im direkten Test. Die L929-Zellen sollten nicht mehr als 5% tote Zellen und 3
bis 5% Mitosen aufweisen. Dann gilt ein Material als biokompatibel. In einigen Fallen konnte die Zahl an Mitosen aufgrund von Clusterbildung oder Abkugeln der

Zellen nicht bestimmt werden.

Bei einigen Materialien konnte die Zahl an Mitosen nicht bestimmt werden, da die L929-Zellen entweder abgekugelt, oder in Clustern
vorlagen. Die typischen Mitosefiguren, bei denen zwei Zellen direkt nebeneinander liegen und genau spiegelbildlich aussehen, waren

in diesen Fallen nicht sichtbar (siehe Abb. 30, Material 5, 6, 10, 11, 15 und 16).
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Abbildung 31 zeigt die Ergebnisse des indirekten Zytokompatibilitatstests mit L929-Fibroblasten aller 17 Basismaterialien. Um als

zellkompatibel eingestuft zu werden, sollte ein Materialextrakt im indirekten Test maximal 5% tote Zellen und zwischen 3 und 5%

Mitosen hervorrufen.

% Zellen
o
|

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Materialextrakte

W % tote Zellen O% mitotische Zellen

Abbildung 31: Die Formgedachtnispolymere unterschieden sich kaum in ihrer Zellvertraglichkeit im indirekten Test. Die L929-Zellen sollten nicht mehr als 5%

tote Zellen und 3 bis 5% Mitosen aufweisen.

Im indirekten Test zeigen 16 von 17 Basismaterialien eine gute Biovertraglichkeit. Nur bei Materialextrakt 9 lag die Anzahl der toten

Zellen bei ca. 30%. Es ist davon auszugehen, dal} aus diesem Material Substanzen austraten, welche zytotoxisch sind.
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Da im indirekten Test bis auf Materialextrakt 9 alle Proben mit den Kontrollen Ubereinstimmten, sind in der folgenden
Ergebniszusammenfassung nur die direkten Tests berlcksichtigt.
Tabelle 3: Zusammenfassung der Zytokompatibilitatstests (direkter Test) Die 17 Formgedachtnispolymere erzielten im direkten Test mit L929-Mausfibroblasten

unterschiedliche Ergebnisse. Neben Variationen in der Morphologie, gab es grofte Unterschiede im Adharenzverhalten und der Vitalitdt. Diese Unterschiede
waren nicht nur auf die hydophilen/hydrophoben Eigenschaften der Materialien zurlckzuflhren, sondern sind vor allem bedingt durch die

_08_

Materialzusammensetzung

Material Zusammensetzung vital adharent | Morphologie | Hydrophilie
1 PCL-10k-co-PPDL-2k (60/40) +++ +++ = Kontrolle hydrophil
2 PU-PPDL-3k (100) +++ + abgekugelt grenzwertig
3 P-DL-LA-6k-co-PPDL-3k (50/50) +++ +++ = Kontrolle grenzwertig
4 PCL-10k-co-PPDL-3k-co-PEG-8k (50/40/10) + + abgekugelt hydrophil
5 PPDL-3k-co-PCL-10k-co-PEG-8k (40/55/05) + + Clusterbildung hydrophil
6 PPDL-3k-co-PCL-10k-co-PEG-2k (40/50/10) 4+ + abgekugelt hydrophil
7 PCL-10k-co-PPDL-3k (50/50) +++ ++ = Kontrolle hydrophil
8 PCL-10k-co-PPDL-3k (60/40) + + abgekugelt grenzwertig
9 PCL-10k-co-PPDL-3k (60/40) ++ + abgekugelt hydrophil
10 PU-PCL-10k (100) + + abgekugelt hydrophil
11 PCL-4k-co-PPDL-3k (60/40) +++ ++ z. T abgekugelt | hydrophil
12 PCL-2k-co-PPDL-3k (60/40) +++ +++ spindelférmig hydrophil
13 PCL-2k-co-PPDL-3k (50/50) +++ +++ spindelférmig | hydrophob
14 PCL-2k-co-PPDL-3k (60/40) +++ +++ = Kontrolle hydrophob
15 PCL-2k-co-PPDL-3k (70/30) + + abgekugelt hydrophob
16 PCL-2k-co-OXD-3k (60/40) + + abgekugelt grenzwertig
17 PCL-10k-DMA-Netzwerk +++ o+ = Kontrolle hydrophil

assiugabig



Ergebnisse

Die auf Zytokompatibilitat/Zytotoxizitat untersuchten Basismaterialien sind nach den
Ergebnissen im direkten (Abb. 30 und Tab. 3) und im indirekten Test (Abb.31) wie

folgt einzuteilen:

3

13 nicht zytotoxisch =
zytokompatibel
14

17

1,5
6,7
8,11, 16

maBig zytotoxisch

2,4
9,10
12,15

zytotoxisch

Abbildung 32: Die Formgedachtnispolymere unterschieden sich in ihrer Zytokompatibilitat. Von den
17 Materialien erwiesen sich vier als zytokompatibel, sieben als mafRlig zytotoxisch und sechs als
zytotoxisch.

3.4.3 Zytokompatibilitatstests mit humanen mesenchymalen
Stammzellen

Drei der Materialien, welche sich im Biokompatibilitatstest mit L929-Mausfibroblasten

als zytokompatibel erwiesen, wurden mit humanen mesenchymalen Stammzellen

erneut auf ihre Vertraglichkeit hin untersucht. Dabei handelte es sich um die

Materialien 3 [P-DL-LA-6k-co-PPDL-3k (50/50)], 13 [PCL-2k-co-PPDL-3k (50/50)]

und 17 [PCL-10k-DMA-Netzwerk]. Untersucht werden sollte neben der

Zytokompatibilitat auch der Einfluld der Materialien auf das Differenzierungspotenzial.
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344 Zytokompatibilitatstests der Materialien 3, 13 und 17 mit humanen
mesenchymalen Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen zeigten im direkten Test auf den Formgedachtnis-

polymeren 3, 13 und 17 eine normale Morphologie. Die Zellen waren gut adharent
und vital (Abb. 33).

Kontrolle

Material 3

Material 13

Material 17

Abbildung 33: Zytokompatibilitdtstest mit hMSC in direktem Kontakt zu Material 3, 13 und 17.

Hamalaunfarbung (links) und Vitalfarbung (rechts). Material 3 zeigte Autofluoreszenz und war daher
schlechter photographierbar.

Die Materialien waren somit zytovertraglich fir h(MSC, was durch den indirekten Test

mit Materialextrakten bestatigt wurde. Es traten keine zytotoxischen Substanzen aus
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den Materialien aus (Abb. 34). Die Adharenz auf Glas war durchweg starker

ausgepragt als bei direkter Besiedlung.

L3
]

Kontrolle

[
U

Materialextrakt 3

Materialextrakt 13

i

e

Maté:rialextrakt f?

Abbildung 34: Indirekter Zytokompatibilitatstest mit hMSC mit Extrakten von Material 3, 13 und 17.
Hamalaunfarbung (links) und Vitalfarbung (rechts).

Die bereits im Test mit L929-Mausfibroblasten als zytovertraglich bewerteten
Materialien sind demnach grundsatzlich als Tragermaterial fir mesenchymale
Stammzellen geeignet. Allerdings konnten die Materialien selbst die
Differenzierbarkeit der Stammzellen beeinflussen. Einerseits konnte das
Differenzierungspotenzial erniedrigt werden oder vollig unterdrickt werden,

andererseits koénnten die Materialien eine spontane Differenzierung der hMSC
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induzieren. Deshalt wurden hMSC auf den Materialien 3, 13 und 17 zu Osteoblasten
und Adipozyten differenziert.

Da eine Farbung mit Oil red O das gesamte Material anfarbte, wurde abweichend
vom Standardprotokoll eine Farbung mit Sudan schwarz zur Detektion der
Lipidvakuolen eingesetzt.

Aufgrund der Dicke des Materials konnte keine lichtmikroskopische Untersuchung
erfolgen. Bei den in Abbildung 35 dargestellten Fotos handelt es sich um
makroskopische Aufnahmen.

Die mesenchymalen Stammzellen lie3en sich auf den Materialien 3, 13 und 17 zu
Osteoblasten (Abb. 35 f-h) und zu Adipozyten (Abb. 35 n-p) differenzieren. Das
Ausmal der Differenzierung entsprach in allen Fallen den Kontrollen auf Glas (Abb.
35 e, m). Die Materialien selbst induzierten keine spontane Differenzierung zu
Osteoblasten (Abb. 35 b-d) oder Adipozyten (Abb. 35 n-p)

Demnach verminderten die Materialien das Differenzierungspotenzial der
Stammzellen nicht und induzierten keine spontane Differenzierung in Osteoblasten
und Adipozyten. Eine Schluffolgerung auf andere Differenzierungswege kann jedoch

nicht gezogen werden.

Die hier dargestellten Ergebnisse zur Zytokompatibilitat von
Formgedachtnispolymeren auf humane mesenchymale Stammzellen zeigen, dafl}
Tissue Engineering mit hMSC und shape memory Biomaterialien prinzipiell mdglich
ist. Die Differenzierbarkeit der Stammzellen in Osteoblasten und Adipozyten wurde
von den Materialien nicht beeinflusst. Man kann also vermuten, dal} die Stammzellen
erst vor Ort mit Hilfe der Mikroumgebung in die Zellen differenzieren, die im
Defektbereich bendtigt werden.

Der Vorteil von einem Gewebeersatz mit mesenchymalen Stammzellen ist, da® mit
autologen Zellen gearbeitet wird und so keine AbstoBungsreaktion des
Transplantates erwartet wird. Aber auch bei einem nicht autologen Transplantat mit
hMSC wird die AbstoRungsreaktion geringer ausfallen, als bei einem anderen nicht
autologen Zelltyp. Welche Mechanismen dazu fluhren, dass hMSC eine geringere
AbstoBungsreaktion des Empfangers hervorrufen als andere Zellen ist bisher nicht
geklart. Moglicherweise liegt diese Tatsache jedoch im Vorhandensein von

Immunrezeptoren, wie dem TLR 4, begrindet.
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Abbildung 35:

_ 7 d Differenzierbarkeit von
“ ey 3t ew®r .s> * hMSC auf Formgedéacht-
¥ ; nispolymeren.
Mesenchymale Stammzellen
wurden auf den Materialien
3, 13  und 17  zu
Osteobalsten  (e-h) und
Adipozyten (m-p)
differenziert. Zur Bestatigung
der Differenzierbarkeit
wurden Zellen desselben
Spenders auf Glas
differenziert (e, m). Als
Negativkontrolle wurden
hMSC unter den
entsprechenden Diffe-
renzierungsbedingungen mit
Stammzellmedium  kultiviert
(a-d und i-1).
Kalziumablagerungen der
Osteoblasten (e-h) lielen
sich mit Alizarin rot anfarben
und Lipidvakuolen der
Adipozyten (m-p) wurden
mittels  Sudan  schwarz
sichtbar. In den Kontrollen
der Osteoblasten sind keine
Kalziumablagerunge  (a-d)
und in denen der Adipzyten
keine Lipidvakuolen (m-p)
entstanden.

Material 3

Material 13

Material 17
L ]
L 3

IRt
|

Kontrolle Osteogene Induktion Kontrolle Adipogene Induktion
(osteogene Induktion) (adipogene Induktion)
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3.5 Immunmodulatorische Fahigkeiten humaner mesenchymaler
Stammzellen

3.5.1 Humane mesenchymale Stammzellen exprimierten TLR-4, jedoch
nicht dessen Korezeptor CD14 auf RNA-Ebene

Zellen erkennen uUber den Toll-like-Rezeptors 4 (TLR-4) und dessen Korezeptor
CD14 Membranbestandteile von Bakterien (LPS). Das Vorhandensein von TLR-4
und CD14 koénnte Aufschlisse Uber die immunmodulatorischen Fahigkeiten
mesenchymaler Stammzellen geben, fir die es zwar ausreichend Anhaltspunkte gibt,

jedoch keine Beweise.

Abbildung 36: hMSC exprimierten TLR-4, aber kein CD14 auf RNA-Ebene.

Die Expression des TLR-4 (95 bp) liel3 sich auf RNA-Ebene nachweisen (Spur 5), wahrend CD14 (75
bp) nicht exprimiert wurde (Spur 2). Als Positivkontrolle dienten mononukledre Zellen aus dem
peripheren Blut (PBMC). M) Marker (20 bp Leiter); 1) Negativontrolle CD14 (ohne cDNA), 2) hMSC-
cDNA, CD14; 3) PBMC-cDNA, CD14; 4) Negativkontrolle TLR-4 (ohne cDNA); 5) hMSC-cDNA, TLR-
4; 6) PBMC-cDNA, TLR-4

Der Toll-like-Rezeptor 4 war auf RNA-Ebene sowohl in hMSC, als auch in PBMC-
Zellen nachweisbar (Abb. 36 Spur 5, 6). Sein Korezeptor, CD14, der fur die Bindung
an LPS bendtigt wird, war in hMSC, im Gegensatz zur Positivkontrolle (PBMC)
allerdings auf RNA-Ebene nicht nachweisbar (Abb. 36 Spur 2, 3). Falls hMSC auf
LPS reagieren, muf} also ein alternativer Signalweg von den hMSC eingeschlagen
werden, oder CD14 wuirde erst nach Stimulation mit LPS exprimiert. Diese
Mdglichkeit konnte allerdings ausgeschlossen werden. Eine RT-PCR zeigte, dall
auch nach Stimulation mit LPS (6 h, 200 ng/ml) kein CD14-Transkript nachweisbar
war (Abb. 37).
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«—75bp

Abbildung 37: hMSC exprimierten CD14 nicht nach LPS-Stimulation

Eine Expression von CD14 lie® sich weder bei unstimulierten hMSC (Spur 2), noch bei hMSC, welche
fur 6 Stunden mit LPS (200 ng/ml) stimuliert wurden, nachweisen (Spur 3). 1) Negativontrolle (ohne
cDNA), 2) hMSC-cDNA, 3) hMSC-cDNA nach LPS-Stimulation 4) Positivkontrolle (PBMC-cDNA);
Marker = 100 bp Leiter

3.5.2 Humane mesenchymale Stammzellen exprimierten den Toll-like-
Rezeptor 4 auf Protein-Ebene nach LPS-Stimulation
Das Vorhandensein von TLR-4 auf Protein-Ebene wurde  mittels

immunhistochemischer Farbung analysiert.

A

Abbildung 38: TLR-4 wurde nach LPS-Stimulation auf h(MSC exprimiert.

Immunhistochemische Farbung mit einem spezifischen Antikérper gegen den Toll-like-Rezeptor 4. Der
sekundare Antikdrper war FITC-gekoppelt und liefs den TLR-4 somit unter dem Fluoreszenzmikroskop
grun erscheinen. A) Negativkontrolle (ohne 1. Antikodrper); B) hMSC unstimuliert; C) hMSC nach LPS-
Stimulation (200 ng/ml, 6 h).

Abbildung 38 =zeigt deutlich, dal® TLR-4 auf der Oberflache unstimulierter
mesenchymaler Stammzellen nur sehr schwach exprimiert wurde (B). Eine 6-
stiindige Stimulation mit LPS (200 ng/ml) fuhrte zu einer deutlichen Steigerung der
Expression von TLR-4 auf der Zellmembran (C). Der Toll-like-Rezeptor 4 konnte also

sowohl auf RNA-Ebene, als auch auf Protein-Ebene (nur nach LPS-Stimulation)
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nachgewiesen werden. Ob dieser Rezeptor auf hMSC auch funktionell war, wurde
mit einem ELISA Uberpruft. Da TLR 4 den NF-kB Signaltransduktionsweg aktiviert,
mussten die Stammzellen mit einer erhdhten TNF-a-Sekretion auf Stimulation mit
LPS antworten. Da der Rezeptor erst nach 6-stindiger LPS-Stimulation auf Protein-
Ebene nachweisbar war, wurden die Zellen fir 24 Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen an LPS stimuliert und dann die sekretierte Menge an TNF-a
gemessen (Abb. 39). Die Kontrollzellen (ohne LPS) wiesen eine basale Expression
von TNF-a auf (ca. 11 pg/ml). Konzentrationen von 50 und 100 ng LPS / ml Medium
hatten keinen signifikanten Einflu. Eine Stimulation von 250 ng/ml fihrte allerdings

zu einer mehr als 10-fachen Steigerung.
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Abbildung 39: hMSC sekretierten TNF-a nach LPS-Stimulation

Mesenchymale Stammzellen wurden 24 Stunden mit LPS (0, 50, 100 und 250 ng/ml) stimuliert. Auf
Protein-Ebene ist eine erhdhte TNF-a-Sekretion als Antwort auf die LPS-Stimulation nachweisbar.
*p<0,01

Die hier nachgewiesene erhohte TNF-a-Sekretion nach LPS-Stimulation konnte
allerdings auch unabhangig vom TLR 4 sein. Eine Wiederholung dieses Versuchs
unter Zugabe von neutralisierenden Antikorpern gegen TLR 4 wirde zeigen, ob die

TNF-a-Sekretion tatsachlich auf der Aktivierung des Toll-like-Rezeptors 4 beruht.
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Aulerdem sollte die Sekretion weiterer Zytokine, wie beispielsweise IL-1 oder IL-6

untersucht werden.

4, Diskussion
41 Charakterisierung humaner mesenchymaler Stammzellen

FUr humane mesenchymale Stammzellen gibt es bis heute keine spezifischen
Markergene. Eine funktionelle Charakterisierung durch einen Multipotenznachweis
der Zellen ist deshalb unerlasslich. Die Multipotenz der aus dem Knochenmark
isolierten Zellen wurde in dieser Arbeit Gber die Differenzierung in Osteoblasten und

Adipozyten nach Protokollen von Pittenger et al. >

nachgewiesen (Abb. 10). Die
Differenzierung in Chondrozyten konnte ebenfalls gezeigt werden *’. Neben der
Charakterisierung der funktionellen Eigenschaften wurde eine Charaktersierung der
Oberflachenepitope durchgeflihrt. Auch diese Ergebnisse entsprachen den Daten
von Pittenger et al. Zur Uberpriifung der Differenzierung von hMSC in Richtung
Adipozyten und Osteoblasten wurde aulerdem eine zuvor festgelegte Gensignatur
mittels DNA-Chips und Real-Time-PCR untersucht. Der Einsatz von Gensignatur-
Untersuchungen wird heutzutage genutzt, um z. B. den weiteren Verlauf einer
Krebserkrankung vorherzusagen und somit eine effektive Therapiemaoglichkeit
auszuwahlen. So unterscheidet man beim Brustkrebs zwischen Signaturen, welche
eine gute Uberlebensrate vorhersagen und solchen, welche auf einen aggressiveren
Verlauf schlieRen lassen * ' Auch zur Klassifizierung einer Krebsart ist eine
Gensignatur einsetzbar. So kénnen mit einer Signatur bestehend aus 50 Genen die
akute myeloide Leukamie (AML) von der akuten lymphoblastischen Leukamie (ALL)
unterschieden werden '°'.

Auch in der Stammzellforschung werden Untersuchungen zu Gensignaturen
eingesetzt. So wurden humane embryonale Stammzellen verschiedener Spender

102

miteinander verglichen ™ oder das Differenzierungspotenzial humaner Stammzellen

t 103

anhand von Stammzellmarkergenen eingeschatz . Haufig werden auch die

Expressionsmuster der Stammzellen nach Stimulation mit Zytokinen untersucht 4,
In dieser Arbeit sollten die Chip-Analysen dazu dienen, den bereits durch spezifische
Farbetechniken nachgewiesenen Differenzierungsstatus der Stammzellen zu
bestatigen. Die daflr ausgewahlte Gensignatur von 8 Genen erwies sich als sinnvoll,
da die Expressionsmuster den zuvor vermuteten Ergebnissen entsprach (Abb. 12).

Es wurden Gene ausgewahlt, von denen bekannt ist, dall sie in unstimulierten
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hMSC, Osteoblasten und/oder Adipozyten exprimiert werden. Dabei handelte es sich
um Apolipoprotein D (ApoD), Prostaglandin E Synthase (P1G12), Apolipoprotein E
(Apo  E), intermediate  conductance  Ca-activated  K-chanel  (Kca4),
Monoaminooxidase A (MAOA), Keratinozytenwachstumsfaktor (KGF), Chitinase und
um ein Gen mit bisher unbekannter Funktion (DKFZ). Von diesen 8 Genen sollte
jeweils eins nur in hMSC (KGF), nur in Osteoblasten (ApoD) oder nur in Adipozyten
(ApoE) exprimiert werden. Die Ergebnisse zeigen, dal} das Apolipoprotein D nur in
Osteoblasten, und das Apolipoprotein E nur in Adipozyten exprimiert wurden. KGF
sollte nur von den unstimulierten hMSC exprimiert werden. Es war allerdings auch
eine Expression in Adipozyten nachweisbar. Die uUbrigen 5 Gene sollten von jeweils
zwei der drei Zellpopulationen exprimiert werden. PIG12 ist ein mikrosomales
Enzym, eine Prostaglandin E Synthase, welche in unstimulierten hMSC und
Adipozyten exprimiert werden sollte. Die Affymetrix-Chip-Analyse zeigt jedoch auch
eine Expression fur Osteoblasten. Ein solches Phanomen ist dadurch zu erklaren,
dal} es sich um eine sehr sensitive Methode handelt und bereits wenige, spontan zu
Adipozyten differenzierte hMSC in der Osteoblastenprobe ein solches Signal
ausldsen konnten.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrte funktionelle und molekularbiologische
Charakterisierung zeigte, dal} es sich bei den aus humanem Knochenmark isolierten
Zellen um mesenchymale Stammzellen handelte. Diese Zellen konnten somit fur die
Untersuchungen zur Bedeutung mesenchymaler Stammzellen in  der

Geweberegeneration und im Tissue Engineering eingesetzt werden.
4.2, HGF/c-met System bei humanen mesenchymalen Stammzellen

Adulte pluripotente Stammzellen befinden sich in den verschiedensten humanen

t % und Fettgewebe '* isoliert werden. In

Geweben. So kdnnen sie z. B. aus Hau
Tierversuchen mit Affen konnte gezeigt werden, da® Stammzellen, welche durch
Infusion eingebracht werden, in den Gastrointestinaltrakt, die Lunge, die Leber, den
Thymus und die Haut einwandern '%’.

Die Anzahl von Stammzellen in den meisten Geweben ist relativ gering, was zu der
Hypothese flhrt, dall in verletztem Gewebe Stoffe produziert werden, welche die
Stammzellen anlocken und zum Einwandern, sowie zur Differenzierung veranlassen
1% Dies filhrt zu der Frage, welche Signale wichtig fiir die Stammzellmobilisierung

und —rekrutierung sind. Der Hepatozytenwachstumfaktor ist bekannt dafur, dafd er die
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Zellmigration, das Zerstreuen von Zellen (scatter factor) und die Proliferation
verschiedenster Zelltypen bewirkt. AulRerdem ist HGF beteiligt an der Organogenese
und Morphogenese vieler Gewebe und Organe, sowie an der Regeneration,

Tumorinvasion und Metastasierung "%

. Im Knochenmark ist HGF ein wichtiger
hamatopoetischer Regulator "' "', Die Synthese und die Ausschiittung von HGF-
Vorlaufern konnte Teil eines autokrinen Mechanismus zur Mobilisierung von
Stammzellen sein. Pra-HGF kann durch proteolytische Spaltung — z. B. durch
Serinproteasen wie uPA und tPA — aktiviert werden. Die Serinproteasen uPA und
tPA werden, wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, von hMSC sezerniert (Abb.
19-22). Die Stammzellen haben somit die Moglichkeit selbst HGF-Vorlaufer zu
aktivieren und weiter zu migrieren.

Geweberegeneration und Wundheilung werden durch 16sliche Mediatoren, welche
von den inflammatorischen Zellen ausgeschuttet werden, reguliert. Deshalb wurde
der Effekt von bFGF, IL-13 und TGF- auf die HGF-Produktion untersucht. TGF-0,
welches das Wachstum von Epithelzellen hemmt, verminderte die HGF-Expression.
Dieser Effekt wurde nicht durch TGF-RB-induziertes Absterben der Stammzellen
hervorgerufen. Im Gegensatz dazu hatten bFGF, welches Angiogenese induziert '
und IL-1B, ein proinflammatorisches Zytokin, keinen signifikanten Einflul auf die
HGF-Expression. Dies konnte mittels ELISA gezeigt werden (Abb. 15). Wie in den
Versuchen zum fibrinolytischen System gezeigt werden konnte, verstarkte bFGF
jedoch die Expression von tPA in mesenchymalen Stammzellen (Abb. 20), welches
wiederum HGF aktiviert. Demzufolge ist die Synthese von aktivem HGF durch die
Mikroumgebung reguliert, abhangig von Gewebeverletzungen oder Entzindungen.
Aktivierte Monozyten und Makrophagen, welche sich in verletzten Regionen
ansammeln, produzieren ebenfalls HGF .

Ein Anstieg der HGF-Konzentrationen in verletztem Gewebe ist mehrfach
beschrieben ""*'"®. Nach einer partiellen Hepatektomie in der Ratte ist sogar die
HGF-Konzentration im Blut erhéht ', So kann der lokale und systemische Anstieg
von HGF nach einer Verwundung ein Hinweis darauf sein, dall HGF als
Chemoattraktanz Stammzellen mobilisiert und zum Gewebsdefekt leitet.

In dieser Arbeit konnte HGF erstmals als Regulator fur die Migration und die
Proliferation humaner mesenchymaler Stammzellen identifiziert werden. Die
Expression von HGF und seinem Rezeptor c-met in humanen mesenchymalen

Stammzellen ist demnach in vitro erwiesen (Abb. 12-15). Die Migration von hMSC

-9 -



Diskussion

wird durch HGF gesteigert, was in einem Boyden-Kammer-Assay als
chemotaktischer Effekt nachgewiesen werden konnte (Abb. 17), wahrend die
Proliferation durch HGF inhibiert wurde (Abb. 18). AuRBerdem hat HGF die
Rekolonialisierung eines zellfreien Areals in einem in vitro Wundmodel beschleunigt
(Abb. 16). Da ohne HGF-Stimulation das zellfreie Areal unbesiedelt blieb, konnte
ausgeschlossen werden, dal} die Migration auf einen taktilen Reiz, ausgelost von der
Zellkulturschale, zurtickzufuhren war.

Die Expression von HGF und c-met wurde von Takai und Mitarbeitern "' bereits fiir
Knochenmarks-Stromazellen beschrieben. Diese Zellpopulation wurde allerdings
unzureichend charakterisiert. Knochenmarksstromazellen werden haufig als Feeder-
Zellen fur hamatopoetische Zellen genutzt. Abhangig von verschiedenen Isolations-
und Kultivierungsprotokollen sind diese Zellen wesentlich inhomogener als die in
dieser Arbeit verwendeten hMSC. Es ist daher mdglich und wahrscheinlich, daf sich
in der Knochenmarks-Stromazellpopulation hMSC befanden, welche die Quelle des
nachgewiesenen HGF fur die Hamatopoiese im Kokultursystem sein kdonnten. Diese
Schluf’folgerung wird dadurch bekraftigt, daf’ die in dieser Arbeit verwendeten hMSC
ahnliche Mengen an HGF sezernieren, wie die von Takai beschriebenen Feeder-
Zellen. Aulierdem zeigten weder diese Feeder-Zellen, noch die hier verwendeten
hMSC verstarkte Proliferation als Antwort auf HGF, obwohl die meisten Zellen,
welche mit Migration auf HGF reagieren, auch verstarkt proliferieren.

Die von hMSC sezernierte Menge an HGF (0,7 bis 2 ng/ml) ist hoher als die normale
HGF-Serumkonzentration (0,24 bis 0,33 ng/ml "'°). Wie bereits erwahnt kann die
Serumkonzentration im Blut nach einer Verwundung jedoch ansteigen 7. Somit
konnte ein Ansteigen der HGF-Serumkonzentration hMSC aus dem Knochenmark
oder aus anderen Geweben mobilisieren, um in verletztes Gewebe einzuwandern. Ist
die HGF-Konzentration im Serum jedoch geringer als die durch den autokrinen
Mechanismus der Stammzellen sekretierte Menge an HGF, resistieren die hMSC
weiterhin in ihrer Nische. Eine erhdohte HGF-Serumkonzentration rekrutiert die
Stammzellen und vermindert gleichzeitig die Proliferation der hMSC. Die lokale
Mikroumgebung bewirkt dann eine Differenzierung der hMSC zu den Zellen, die im
Gewebe bendtigt werden, wie es auch fur die Embryonalentwicklung beschrieben ist.
Den hier gezeigten ex vivo Versuchen zufolge, kann der Hepatozyten-
wachstumsfaktor moglicherweise die Mobilisierung und Rekrutierung von hMSC in

vivo bewirken und auch allogene hMSC, welche systemisch verabreicht werden, zum
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Defekt hin leiten. Die Beobachtung, dal} traumatisierte Rattenhirnextrakte die
Expression von HGF in hMSC verstarken, stutzt ebenfalls die These, dall HGF ein
wichtiger Faktor fur Gewebsregeneration durch (transplantierte oder autologe) hMSC
ist. Verletztes Gewebe aktiviert demnach den autokrinen HGF-Mechanismus in
hMSC und fuhrt dazu, dal} die Zellen verstarkt auf den Defekt zuwandern.

Die aktive Beteiligung von hMSC an regenerativen Vorgangen im Gewebe nach
Verletzung oder Transplantation kann allerdings nur erfolgen, wenn die Stammzellen
das Fibrinnetz, das im Rahmen der Wundheilungsprozesse gebildet wird, auflockern

konnen.

4.3 Fibrinolytische Eigenschaften humaner mesenchymaler

Stammzellen

Fibrinolyse ist die Umkehrung der Blutgerinnung. Die Gerinnung, ,Hamostase®, ist
ein wesentlicher Schutzmechanismus gegen Blutverluste nach Verletzung. Das im
Blutplasma vorhandene Fibrinogen wird mit Hilfe von Thrombin in unlésliches Fibrin
umgewandelt. Daran sind insgesamt ca. 30 sogenannte Gerinnungsfaktoren beteiligt.
Die durch die katalytische Wirkung des Thrombins entstehenden Fibrinmonomere
werden durch Autopolymerisierung zu netzbildenden Fibrinfaden stabilisiert und die
Blutung wird gestillt. Bei der Auflosung der Blutgerinnsel dienen die Enzyme der
Fibrinkaskade dazu, das entstehende Fibringerlst aufzulésen, wenn es seine
Funktion erflllt hat. Hierbei spielen vor allem die Serinproteasen uPA und tPA eine
Rolle.

Enzyme des fibrinolytischen Systems werden u. a. von Mesothelzellen %,

121 122 sezerniert. Thrombozyten hingegen

Endothelzellen und Synovialfibroblasten
exprimieren PAI-1, welches uPA und tPA inhibiert . Es handelt sich bei der
Fibrinolyse um ein hoch sensibles System, dessen Gleichgewicht einen
entscheidenden Einflul® auf die Wundheilung ausubt.

In dieser Arbeit konnte die Expression von uPA, uPAR, tPA und PAIl in humanen
mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden.

Der uPA-Rezeptor wird in verschiedenen Zellen, wie Endothelzellen und
hamatopoetischen Zellen exprimiert und diese Expression wird beispielsweise nach
einer bakteriellen Infektion als Antwort auf Entzindungszytokine wie TNF-q,

Interferon-y oder Interleukin-1 und —2 heraufreguliert '®*. In dieser Arbeit wurde der
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Einfluld verschiedener Zytokine, welche in der Wundheilung eine Rolle spielen (TGF-
R, IL1-B und bFGF), untersucht. Zwar fand nach Stimulation in der Expression des
uPAR keine signifikante Anderung statt, jedoch gibt es Expressionssteigerungen von
tPA und uPA. Die uPA-Expression wurde durch eine TGF-B-Stimulation (10 ng/ml,
24h) signifikant auf RNA-Ebene um das-3,3 fache (Abb. 20), auf Protein-Ebene um
das 2,2-fache erhoht (Abb. 21). Bei tPA hingegen fand auf RNA-Ebene nach bFGF-
Stimulation (10 ng/ml, 24h) eine Steigerung um das 5,6-fache statt (Abb. 20), auf
Protein-Ebene war keine signifikante Anderung meRbar (Abb. 21). Die
Standardabweichungen waren bei den Proteinwerten generell groRer als bei den
Real-Time-PCR-Ergebnissen, da bei der Real-Time-PCR keine absoluten, sondern
nur relative Werte gemessen wurden. Bei den absoluten Werten (Protein-Ebene) gab
es grolle, spenderspezifische Unterschiede. Die Tendenz nach Stimulation mit
proinflammatorischen Zytokinen war allerdings dieselbe, wie auf RNA-Ebene. IL1-
ist ein Zytokin, welches in der Akutphase der Wundheilung auftritt. Dieses Zytokin
hatte keine regulatorische Wirkung auf die Expression von uPA, uPAR und tPA. Da
die Stammzellen nach Verletzung zunachst noch rekrutiert werden mussen, ist zu
dieser Phase der Wundheilung noch keine Aktivierung der fibrinolytischen Enzyme
notig. bFGF tritt in der Proliferationsphase und TGF- in der Regenerationsphase der
Wundheilung auf. Die Erhéhung der Expression von tPA nach bFGF-Stimulation und
von UPA nach TGF-B-Stimulation deuten darauf hin, dal} die Stammzellen erst zu
einem spateren Zeitpunkt des Wundheilungsprozesses an der Geweberegeneration
teiinehmen und dann ihre fibrinolytischen Fahigkeiten bendtigen. BFGF und TGF-3
ermoglichen den Stammzellen also wahrend der Proliferations- und
Regenerationsphase das Fibrinnetz aufzulosen.

Die Aktivierung von Plasminogen zu Plasmin stellt den Kernpunkt der fibrinolytischen
Kaskade dar. Die daflir verantwortlichen Serinproteasen tPA und uPA kdnnen bei
Fehlen der einen Protease die Funktion der anderen ubernehmen, ohne das es zu
Funktionsstorungen kommt. Dies konnte mehrfach im Tiermodell gezeigt werden.
Treten bei uPA/tPA-knockout-Mausen starke thrombotische Erkrankungen auf
(ahnlich den Plasminogen-knockout-Mausen), so stellt man keine diesbezlgliche
Verdnderung bei uPA-knockout- oder tPA-knockout-Mausen fest '?°. Die Expression
beider Serinproteasen in hMSC deutet darauf hin, dal® sie Fibrin degradieren und so

tief in das Wundgebiet eindringen kénnen.
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Die Enzyme der fibrinolytischen Kaskade (uPA, tPA, PAI) spielen nicht nur eine Rolle
bei der Degradation von Fibrin und EZM-Komponenten, sondern kdnnen auch die
Anheftung und Ablésung von Zellen regulieren und somit migrationsfordernd oder —
hemmend wirken. So hat der uPAR Bindestellen flr Vitronektin, Integrine und G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren . PAI gehort zur Familie der Serpine
(Serinproteaseinhibitoren) und kann nicht nur die Serinproteasen uPA und tPA
inhibieren, sondern auch an Vitronektin, Heparin und Fibrin binden. PAI hemmt
sowohl freies, als auch an seinen Rezeptor gebundenes uPA und hemmt dadurch
die Internalisierung des uPA/uPAR-Komplexes '¥’. Der uPA-Rezeptor bindet
ebenfalls an Vitronektin (eine EZM-Komponente). Die Bindungsaffinitat wird erhoht,
wenn uPA an uPAR gebunden vorliegt. PAl und uPAR binden an die N-terminale
Domane von Vitronektin, wobei PAI eine 30-fach hohere Affinitat aufweist. So kann
PAI die Bindung von uPAR an Vitronektin unterbinden und es kommt zum Abldésen
der Zellen von der Extrazellularmatrix. Dieses Wechselspiel von Attachment und
Detachment fuhrt zur Migration von Zellen und wird haufig bei der Metastasierung
von Krebszellen beschrieben 12 12° So ist eine hohe uPA- und PAI-Konzentration im
Tumorextrakt von Mamma- und Ovarialkarzinompatientinnen korreliert mit einer
schlechten Prognose. Das heil3t es gibt kirzere rezidivfreie Intervalle und eine
kiirzere Gesamtiiberlebensrate '*°. Der uPA-Rezepter ist mdglicherweise sogar ein
Onkogen, da eine Uberexpression zu beschleunigtem Zellwachstum (Proliferation)
fiihrt ",

Das uPA/uPAR-System ist insofern wichtig bei der Beurteilung von Krebs, da es
nicht nur bei der Invasion von Krebszellen in benachbartes Gewebe, sondern auch
bei der Entstehung von Fernmetastasen beteiligt ist. Neben der Expression in
Krebszellen ist dieses System auch fur Stromazellen beschrieben.

Die in dieser Arbeit nachgewiesene Expression von PAI, uPA und uPAR bei hMSC
gibt somit unter anderem Hinweise darauf, auf welchem Mechanismus die
Migrationsfahigkeit der mesenchymalen Stammzellen beruht. Da Pra-HGF von

d "% st

Serinproteasen wie uPA und tPA durch proteolytische Spaltung aktiviert wir
das uPA/uPAR-System indirekt auch an gerichteter Migration beteiligt.

Neben den fibrinolytischen Fahigkeiten und der Beteiligung an Adhasion,
Proliferation und Migration ist das uPA/UPAR-System auch beteiligt am System der
angeborenen und erworbenen Immunitat. Sowohl uPA, als auch der uPAR werden in

verschiedenen Zellen hamotopoetischen Ursprungs exprimiert. Bei schweren
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Infektionen findet eine Heraufregulation der beiden Molekiile statt "*2. Im Gewebe
befindliches uPA verstérkt die Aktivierung von Neutrophilen '**. Weiterhin erhdht uPA
die Ausschuttung von pro-inflammatorischen Mediatoren wie IL1- und aktiviert die
MMP-Vorlaufer 4. In uPA-defizienten Mausen ist das Rekruitment von Neutrophilen
und Makrophagen gestort '°. Der uPAR moduliert auRerdem die Adhasion und
Migration von mononukledren Zellen "**. Die Migration von Lymphozyten ist ebenfalls

bei Abwesenheit des uPA-Rezeptors reduziert '°.

Diese Beteiligungen des
uPA/UPAR-Systems am immunologischen Geschehen kénnte ein Hinweis darauf
sein, warum mesenchymalen Stammzellen haufig immunmodulatorische Fahigkeiten
nachgesagt werden, obwohl dafir bis heute kein molekularer Mechanismus
beschrieben ist.

Eine weitere Moglichkeit fur den Grund der immunmodulatorischen Fahigkeiten

konnte die Expression von Immunrezeptoren, wie den Toll-like-Rezeptoren sein.

4.4 Immunmodulatorische Fahigkeiten humaner mesenchymaler
Stammzellen

Toll-like-Rezeptoren (TLR) sind hoch konservierte Schlusselproteine, die es Saugern
erlauben, Mikroben zu detektieren. Ursprunglich in Drosophila entdeckt und
charakterisiert, sind heute 10 verschiedene TLR im Menschen bekannt. Dabei
handelt es sich um breitspezifische Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition
receptors), die haufig repetitive Muster und Makromolekile bakterieller
Zellwandkomponenten, viraler Capsidproteine oder viraler RNA erkennen. Neben
den Immunglobulinen und den T-Zell-Rezeptoren sind die TLR die wichtigsten
Immunrezeptoren von allen 8. 1998 wurde der TLR-4 als der LPS-Rezeptor
identifiziert. LPS (Lipopolysaccharid) ist ein Hauptbestandteil der Zellmembran
Gram-negativer Bakterien. Heute weil® man, dal® TLR-4 nicht alleine zur Erkennung
von LPS befahigt ist. Das eigentliche LPS-bindende Protein ist CD14, welches
entweder Uber Glykosylphosphatidylinositol (GPIl) an der Zellmembran verankert
vorliegt (mMCD14), oder als ldsliche Form existiert (sCD14). Mit Hilfe des
Lipopolysaccharid-Binde-Proteins (LPB) kann LPS an CD14 gebunden werden.
Diesem fehlt jedoch eine cytoplasmatische Doméane zur Aktivierung einer
Signalkaskade. Diese Rolle uUbernimmt TLR-4. Zum Erkennen von
Lipopolysacchariden sind somit LPB, CD14 (léslich oder membrangebunden) und
TLR-4 notig. Dieser Komplex aktiviert neben anderen Signalwegen hauptsachlich

den NF-kB abhangigen Signalweg, der typisch fur viele Entzindungsreaktionen ist.
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Daraufhin kommt es zur Sezernierung von proinflammatorischen Zytokinen, wie
TNF-a, IL-18, IL-6 und IL-8 ™. TNF-a wird von Zellen des Immunsystems gebildet
und ist essenziell fur eine effektive Immunreaktion.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal® humane mesenchymale Stammzellen
den Toll-like-Rezeptor 4 auf RNA- und auf Protein-Ebene exprimieren (Abb. 36,38).
CD14 wird, wie allgemein bekannt ist und hier auf RNA-Ebene bestatigt wurde, nicht
exprimiert. Eine LPS-Stimulation fuhrte auch nicht zur Expression von CD14 (Abb.
37). Trotzdem reagierten die hMSC auf LPS-Stimulation mit einer verstarkten Bildung
von TNF-a (Abb. 39). Somit mul} die LPS-Erkennung, gesetzt den Fall, dal} keine
Verunreinigung mit proinflammatorischen Zellen vorliegt, auf TLR-4 beruhen. Als Ko-
Rezeptor kann sCD14 (soluble CD14) dienen, wie es auch fur Endothelzellen,
welche TLR-4, jedoch nicht CD14 exprimieren, beschrieben ist 138,

Die hier nachgewiesene funktionelle Expression von TLR-4 in hMSC kann teilweise
eine Erklarung flr die immunmodulatorischen Fahigkeiten mesenchymaler
Stammzellen bieten, da eine Aktivierung von NF-kB zur Sekretion
proinflammatorischer Zytokine fihrt und so das Immunsystem aktiviert.

Die Ergebnisse dieser Arbeit untermauern die These, dall hMSC aktiv an der
Geweberegeneration beteiligt sind. Sie konnen in Richtung Defekt migrieren und das
dort befindliche Fibrinnetz auflockern. Bei Transplantationen (bei denen
notwendigerweise immer eine Wunde entsteht) verringern zusatzlich injizierte hMSC
die AbstoRungsreaktion. Dies kdnnte durch eine Aktivierung des Immunsystems mit
Hilfe von sekretierten Zytokinen (z. B. TNF-a) hervorgerufen werden, welche als
Antwort auf eine TRL 4-Stimulation exprimiert werden. Eine Untersuchung zur
Sekretion von IL-10 und TGF- steht noch aus.

Wie aber verhalten sich hMSC, wenn sie Teil eines Transplantates sind? Hat das
Tragermaterial einen Einflud auf das Differenzierungspotenzial oder bleiben die

Stammzelleigenschaften erhalten?

4.5 Tissue Engineering mit humanen mesenchymalen Stammzellen

Stammzellen sind fur kinstlichen Gewebeersatz von grof3er potenzieller Bedeutung,
weil sie autolog gewonnen werden kdénnen und ein hohes Differenzierungspotenzial
aufweisen. Verschiedenste Materialien, natlrliche und synthetische, kommen fir
einen solchen Ansatz in Betracht. Diese Materialien durfen in keinem Fall zytotoxisch

auf die Zellen wirken und sollten ihr Differenzierungspotenzial nicht negativ
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beeintrachtigen. Optimal ware ein nicht zytotoxisches Material, welches die Zellen
durch seine biochemischen Eigenschaften dazu anregt, in die Zellen zu
differenzieren, die im Transplantatbereich bendtigt werden.

Zur Zeit werden in vielen Arbeitsgruppen weltweit Materialien in Kombination mit
mesenchymalen Stammzellen untersucht, um einen kiinstlichen Gewebeersatz
herzustellen. Zu solchen Materialien gehoren beispielsweise das Fibrin, welches den
hMSC gute Adharenz- und Proliferationsméglichkeiten bietet und degradierbar ist '*°,
das Chitosan, welches neben guten Adharenz- und Proliferationsraten in vivo eine
Chondrozytendifferenzierung (im Kaninchen) anregt "*° und Kalzium-Metaphosphat,
das fiir die hMSC biokompatibel ist und eine osteogene Differenzierung einleitet "'
Neben diesen ,natlrlichen bio-inspirierten Materialien werden auch synthetische
Materialien in Kombination mit mesenchymalen Stammzellen untersucht. Hierzu
gehort z. B. das poly(3-hydrocybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat), kurz PHBHHX, an das
die Zellen gut adharieren, proliferieren und in Osteoblasten differenzieren '*2. Auch
Polyurethan erweist sich als biokompatibel und proliferationsfordernd fur
mesenchymale Stammzellen '*3.

Die Zahl an zur VerflUgung stehenden Materialien ist enorm und die Materialien
dienen nicht nur als Tragermaterial flr Zellen oder als einfaches Implantat, sondern
werden teilweise so modifiziert, dal® sie z. B. als Trager fur Medikamente (drug
delivery) dienen '**. Der Zeitraum, in dem das Medikament den Tréger verlasst kann
zudem kontrolliert werden. So kann z. B. Heparin, das an einen Mikrochip gekoppelt
ist, innerhalb von 142 Tagen in vier Schiben (Einzeldosen) in den Kdorper entlassen
werden '™°. Auch biodegradierbare Polymere (z. B. PLGA) kdénnen Trager fiir
Medikamente sein, die nach unterschiedlichen Zeitpunkten in den Korper freigesetzt
werden. Hierzu wird die das Mischungsverhaltnis von Milchsaure und Glykolsaure im
Kopolymer so variiert, dal® man die Degradationszeit vorherbestimmen kann. Durch
eine Kombination mehrerer Polymerschichten unterschiedlicher Zusammensetzung
kann dann der genaue Zeitpunkt fur jeden Medikamenten-,Schub® festgelegt werden
146-

Mit Hilfe der Array-Technologie kdnnen heutzutage ganze Material-Chips hergestellt
werden, die ein high-throuput screening zur Testung von Interaktionen zwischen
Zellen und mehreren 100 oder sogar 1000 verschiedenen Materialien gleichzeitig
zulassen . So kann in relativ kurzer Zeit eine Polymermischung herausgefunden

werden, die die gewlinschten Eigenschaften besitzt. Mit diesen Biomaterial-Chips ist
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es aulRerdem moglich, fir Stammzellen differenzierungsférdende oder —hemmende
Materialien zu finden. Diese Anwendung wurde erstmals 2004 von Langer und
Mitarbeitern durchgefuhrt, die die Differenzierung humaner embryonaler
Stammzellen auf einem solchen Polymer-Chip untersucht haben 4" 148,

In jingster Zeit werden immer aufwandigere Materialien hergestellt, welche
verbesserte Biokompatibilitat, sowie eingebaute Eigenschaften und

Empfindlichkeiten (smart biomaterials) versprechen '*°

. So gibt es heutzutage
beispielsweise Materialien, welche bei Raumtemperatur flissig sind und ausharten,
wenn sie einen spezifischen externen Stimulus erhalten. Dies kann ein
Temperaturunterschied oder sogar Licht sein '°.

In dieser Arbeit sollten degradierbare Formgedachtnispolymere der Firma

MnemoScience '°

auf ihre Zytokompatibilitat/Zytotoxizitat gegenuber humanen
mesenchymalen Stammzellen untersucht werden und die Differenzierbarkeit der
Zellen auf den Materialien in Richtung Adipozyten und Osteoblasten Uberpruft
werden. Die Materialien reagieren auf einen externen Stimulus (z. B. Temperatur-
oder pH-Wert-Anderungen) mit einer Formveranderung. Sie wechseln von einer
temporaren in eine permanente Form. Dies ist vor allem im Rahmen
mikrochirurgischer Eingriffe interessant, da die temporare Form sehr komprimiert
vorliegen kann, wahrend die permanente Form mehr Raum fur sich beanspruchen
kann. Mit den hier durchgefuhrten Versuchen wurden wesentliche Parameter der
Zell-Materialinteraktion, Adhasion, Proliferation und Differenzierung auf diesen
Materialien erstmals untersucht. Von 17 Formgedachtnispolymeren wurden drei
ausgewahlt, die im standardisierten Test (nach [ISO-Norm) mit L929-
Mausfibroblasten nicht zytotoxisch waren. Diese drei Materialien wurden dann mit
hMSC erneut auf Zytotoxizitat untersucht und auf Differenzierbarkeit Gberprift. Alle
drei Materialien erwiesen sich als zytokompatibel fir hMSC (Abb. 33,34), lieRen eine
gerichtete Differenzierung zu Osteoblasten und Adipozyten zu und induzierten keine
spontanen Differenzierungen (Abb. 35). Laut den hier dargestellten Ergebnissen
kommt ein Konstrukt aus hMSC und Formgedachtnispolymeren durchaus flr einen

Tissue Engineering Ansatz in Frage.
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5. Zusammenfassung

Die hier vorgestellte Arbeit beschreibt exemplarisch den moglichen Einsatz humaner
mesenchymaler Stammzellen in Geweberegenerations- und Tissue Engineering-
Vorgangen. Die in der Einleitung formulierten Fragestellungen konnten nach
ausreichender Charakterisierung der isolierten Zellen weitestgehend beantwortet

werden.

1. Als chemotaktischer Faktor far hMSC konnte der
Hepatozytenwachstumsfaktor (HGF) identifiziert werden. In vitro migrierten die
hMSC aktiv in Richtung HGF, wahrend die Proliferation unterdriickt wurde.

2. Humane mesenchymale Stammzellen exprimierten in vitro die fibrinolytischen
Enzyme tPA, uPA und uPAR. Das bei der Wundheilung entstehende
Fribrinnetz stellt demnach keine unuberwindbare Barriere fur die Stammzellen
dar.

3. Die drei ausgewahlten Formgedachtnispolymere sind zytokompatibel fir
hMSC und haben keinen negativen Einfluld auf die Differenzierbarkeit in
Richtung Osteoblasten und Adipozyten.

4. Humane MSC exprimierten den TLR 4 und reagierten nach LPS-Stimulation

mit einer verstarkten TNF-a-Expression.

Die aus dieser Arbeit entstandenen Daten stltzen die These, dall mesenchymale
Stammzellen an der Geweberegeneration beteiligt sind. Es handelt sich allerdings
ausschlielich um ex vivo Experimente. Die bisher erzielten Ergebnisse rechtfertigen
in jedem Fall weitergehende Untersuchungen im Tierexperiment. Die Vorauswahl
sinnvoller Material/Zell-Kkombinationen ist erfolgt und die nétigen Methoden sind
erfolgreich etabliert. Als nachstes sollte die Integration eines Konstruktes aus hMSC
und Formgedachtnispolymeren im Tiermodell untersucht werden. Hierzu kénnten
undifferenzierte und vordifferenzierte Stammzellen genutzt werden. Zur Bestatigung
von HGF als Mobilisierungs- und Rekrutierungsfaktor in vivo konnte untersucht
werden, ob intravends verabreichte MSC in einer HGF-knockout-Maus zu einem
Defekt migrieren oder ob der Defekt, im Vergleich zur Wildtypmaus, weniger mit
Stammzellen besiedelt wird. Ob die Expression von uPA/uPAR und tPA in vivo

tatsachlich zum Abbau eines Fibringerinnsels genutzt wird, kdnnte Uberpruft werden,
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indem man zum einen unveranderte hMSC in ein Tier mit erzeugter Wunde injiziert,

zum anderen hMSC, bei denen die Gene fur uPA, uPAR und/oder tPA ausgeschaltet

sind. Sollten in den Tieren mit genetisch veranderten hMSC weniger Stammzellen im

Wundgebiet zu finden sein, waren die fibrinolytischen Eigenschaften mesenchymaler

Stammzellen eindeutig nachgewiesen.
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