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Einleitung

1. Einleitung

1.1.  Definition und Charakterisierung mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen
Die biologischen Eigenschaften sowie die mdgliche therapeutische Anwendung
multipotenter mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen (MSC) stehen im Fokus bio-
medizinischer Untersuchungen der regenerativen Medizin (zur Ubersicht siehe: (1,2)).
Eine sichere klinische Anwendung von MSC erfordert eine genaue Definition und
Charakterisierung dieser Zellen (3).

Die Primarfunktion lokaler, adulter Stammzellen besteht in der Aufrechterhaltung der
Homd@ostase des spezifischen Ursprungsgewebes sowie in der Defektheilung bzw. der Zell-
und Geweberegeneration nach Trauma, Krankheit oder auf Grund natirlicher Alterungs-
prozesse (4,5). Es konnten bereits friihzeitig Stammzellen adulter Gewebe identifiziert und
charakterisiert werden. Hier sind besonders die Stammzellen des zentralen Nervensystems
(6), der Hamatopoese (7), des Endothels (8), des Muskels (9), der Haut (10) und der
gastrointestinalen Organe wie Leber, Darm und Pankreas (11,12) zu nennen. Besonders
hervorzuheben ist die Beschreibung der Zellen des Knochenmarkstromas als eigenstandige
Zellpopulation (13-16). Die Stamm-/ Progenitorzellen des Knochenmarks proliferieren in
vitro (17), bilden einzelne Zellkolonien (colony forming units-fibroblast (18)) und zeigen
eine mesodermale Zelldifferenzierung entlang adipogener, osteogener und chondrogener
Zelllinien (19). Die Charakterisierung adulter Stammzellen unterschiedlichster Gewebe
(20-22) gibt Anlass zu der Hypothese, dass Stammzellen, die in der Lage sind in
unterschiedliche Zelltypen zu differenzieren, in nahezu jedem post-natalen Organ zu
finden sind (23). Im Gegensatz zu den embryonalen Stammzellen, die aus der inneren
Zellmasse der Blastozyste gewonnen werden, kann fur adulte Stammzellen jedoch keine
Definition per isolationem gestellt werden. lhre exakte Lokalisation in vivo bleibt unsicher
und ist aktueller Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen (24). Umso wichtiger ist
eine genaue und detailierte Definition und Charakterisierung der isolierten MSC. Aufgrund
unterschiedlicher Isolations-, Kultivierungs- und Differenzierungsmethoden sowie
fehlender Standardisierung im Umgang mit MSC (25) wird es zunehmend schwieriger die
Ergebnisse einzelner Studien miteinander zu vergleichen (26). Eine genaue Nomenklatur
(27) sowie Minimalkriterien (3) sollen in Zukunft eine Vergleichbarkeit der isolierten
Stamm-/ Progenitorzellen ermdglichen. Dennoch bleiben diese Kriterien zunédchst auf die
humanen MSC beschrankt und koénnen nicht universell fir alle Spezies angewendet

werden (3). Zu diesen vorgeschlagenen minimalen Kriterien gehort: Erstens eine
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Plastikadharenz der isolierten MSC, wie sie bereits flr die Stromazellen (marrow stromal
cells (28)) des Knochenmarks beschrieben wurde. Zweitens eine positive Expression der
Oberflachenmarker CD105, CD73 und CD90 sowie eine negative Expression der
hamatogenen Oberflichenmarker CD45 und CD34. Zudem sollten weitere Oberflachen-
marker wie STRO-1 (29,30) oder CD140 (31) untersucht werden, da sie moglicherweise
flr eine positive Selektion von MSC genutzt werden kdnnen. Ein den MSC &hnliches
Oberflachenexpressionsmuster konnte jedoch auch auf humanen Fibroblasten nach-
gewiesen werden (26). Eine alleinige Charakterisierung von MSC anhand der Expression
von Oberflachenmarkermolekilen ist daher nicht ausreichend (26,32). MSC miussen
drittens eine erfolgreiche adipogene, osteogene und chondrogene in vitro-Differenzierung

unter definierten Bedingungen zeigen.

1.2.  Standardisierung der in vitro Differenzierung von Stamm-/ Progenitorzellen

Die Isolation heterogener Zellpopulationen via Plastikadh&renz und uneinheitliche
Differenzierungsprotokolle erschweren eine standardisierte MSC-Charakterisierung (26).
Es ist anzunehmen, dass die Eigenschaften mesenchymaler Zellpopulationen durch unter-
schiedliche Isolations- und Kultivierungsbedingungen beeinflusst werden kdnnen (25,26).
So konnten zum Beispiel multipotente adulte Progenitorzellen (MAPC; (33)) und sogar
uneingeschréankte (pluripotente) somatische Stammzellen (USSC; (34)) gewonnen werden.
Um MSC-Isolate besser charakterisieren zu konnen, sind daher standardisierte
Kultivierungs- und Differenzierungsbedingungen anzustreben. Klassischerweise erfolgt die
adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung von MSC Uberwiegend in
Monolayer- bzw. MicroMassBody-(MMB)-Kulturen (35-38). Werden MSC-Isolate im
Monolayer bzw. MMB analysiert, ist eine zeitaufwendige in vitro-Kultivierung zur
Gewinnung ausreichend hoher Zellzahlen erforderlich. Dies erschwert zum einen die
exakte Charakterisierung der Stamm-/ Progenitorzellen in vitro und verzdgert zum anderen
einen moglichen therapeutischen Einsatz der MSC in vivo. Ein optimiertes, standardisiertes
und reproduzierbares System der in vitro-Charakterisierung sollte daher bei geringerer
Zellzahl und geringerem Zeitaufwand eine effiziente Differenzierung mesenchymaler

Stamm-/ Progenitorzellen ermdglichen.
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1.3.  Nachteile herkdmmlicher Knorpelersatztherapien

Das sowohl druck- als auch biegeelastische Knorpelgewebe besitzt als gefaBloses und
nervenfreies Stitzgewebe nur eingeschrankt die Mdoglichkeit zur funktionellen
Regeneration nach traumatischen Verletzungen. Bleibt die Defektheilung der Knorpel-
lasionen eingeschrénkt oder insuffizient, folgt meist eine weitere Degeneration und
fortschreitende Arthrose des Gelenkes. Eine Behandlung chondrogener Kniegelenks-
lasionen durch Debridement und Lavage (39) sowie Transplantation von allogenem und
oder autologem Knorpel (40,41) ist nicht ausreichend, um den hyalinen Knorpel
vollstdndig in seiner urspringlichen Form und Funktion zu regenerieren (42). Die
Transplantation von Periost (43) oder Perichondrium (44,45) fuhrt ebenfalls zu keiner
physiologischen Reparatur der Knorpeldefekte und birgt dariberhinaus die Gefahr der
Degeneration und Verkalkung des eingebrachten Gewebes (46,47). Gelenkknorpelschéaden,
die die subchondrale Zone uberschreiten, zeigen allerdings gewisse intrinsische
Regenerationsprozesse (48). Dennoch fihrt die Technik der Mikrofrakturierung des
subchondralen Knochens (49-52) oftmals nur zu einer fibrokartilaginaren Defektheilung.
Um eine verbesserte Reparatur des Knorpelgewebes zu erreichen, wurde die Anwendung
von Kollagen I/ll1-Membranen in Kombination mit der Implantation von autologen
Chondrozyten in der klinischen Anwendung vorgestellt (53-56). Die Gewinnung von
autologen Chondrozyten oder Periost zur Geweberegeneration erfordert einen operativen
Eingriff und die Exzision von gesundem Gewebe (57). Bei der Expansion von
Primérzellen in vitro verlieren diese jedoch rasch ihre funktionalen Eigenschaften und
zeigen eine zunehmende Dedifferenzierung (58). Es resultiert meist eine limitierte Anzahl
transplantierbarer Primarzellen und ein oftmals eingeschranktes Reparaturpotential des
Transplantats.

Als alternative Methode wurde die Anwendung von somatischen Stammzellen zur
Therapie von Knorpeldefekten beschrieben (19,59-61). Es ist anzunehmen, dass die
Aktivierung lokaler Stamm-/ Progenitorzellen des subchondralen Knochens den Re-
generationsprozess verbessern kann (42). Um dies zu erreichen, mussen die MSC in das
geschédigte Areal geflihrt werden. Durch eine direkte in vivo-Migration von MSC entlang
einer Kollagen-Matrix an den Ort des Defektes kdnnte eine aufwéndige und fur den
Patienten durch zusatzliche operative Eingriffe belastende in vitro-Expansion von

autologen Primérkulturen vermieden werden.
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1.4.  Zielsetzung der Arbeit
1.4.1. Optimierte Charakterisierung von Stamm-/ Progenitorzellen mittels einer

standardisierten 3D-Differenzierungsmethode

Die osteogene, adipogene und chondrogene Differenzierung ist fur die in vitro-
Charakterisierung von MSC zwingend notwendig (3). Die Differenzierung von MSC im
konventionellen Monolayer- bzw. MMB-System erfordert eine hohe Zellzahl und somit
eine zeit- und technisch aufwendige sowie kostenintensive in vitro-Kultivierung. Zudem
muss ein GroRteil der isolierten MSC fir diese Charakterisierung verwendet werden, so
dass weniger Zellen fur eine klinische Anwendung zur Verfligung stehen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, eine vereinfachte und standardisierte Differenzierung von
MSC zu etablieren, die bei geringerer Zellzahl und gutem Zell-Zell-Kontakt eine
optimierte in vitro-Differenzierung und Charakterisierung ermdoglicht. Hierzu wurden
Stamm-/ Progenitorzellen aus murinem Knochenmark (mBM) isoliert und analysiert.
Zusatzlich wurde, um der Frage nachzugehen, ob MSC auch in anderen murinen Geweben
zu finden sind, die Zellisolation aus neuen Quellen, dem murinem perirenalen Fettgewebe
(mPAT) und dem murinen mediastinalen Bindegewebe (mMST), etabliert. Nach der
Isolation wurden die plastikadharenten Zellen mittels Durchflusszytometrie (fluorescence
activated cell sorting, FACS) hinsichtlich der Expression von Oberflachenmarker-
molekdilen untersucht. Die Proliferationseigenschaften wurden mittels der Bestimmung des
zelluléren Verdopplungsfaktors und Analyse der Telomeraseaktivitat bestimmt.

In Anlehnung an die in der embryonalen Stammzellforschung erfolgreich angewendete
Methode der embryoid body-Kultivierung (62,63) erfolgte die Etablierung der
Mesenchymalen MicroSpharen-Kultivierung (MMS) als eine standardisierte Methode der
3D-Differenzierung mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen. Das MMS-System wurde
der Kklassischen adipogenen und osteogenen Monolayerdifferenzierung sowie der
herkdmmlichen chondrogenen MMB-Differenzierung gegenuber gestellt. Die Analyse der
adipogenen, osteogenen und chondrogenen Gen- und Proteinexpression erfolgte mittels
histochemischer Féarbungen, sekundérer Immunfluoreszenz, mRNA-Fluoreszenz in situ-
Hybridisierung (FISH) und semi-quantitativer RT-PCR.
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1.4.2. Nachweis Matrix-vermittelter Migration von Stamm-/ Progenitorzellen an den

Ort eines Gewebedefektes

Der Regenerationsprozess von Gewebedefekten nach Trauma oder Krankheit wird durch
die Aktivierung lokaler Stamm-/ Progenitorzellen unterstitzt. Ziel dieser Arbeit war es zu
zeigen, dass die an der Reparatur beteiligten Stammzellen entlang einer Kollagen 1/111-
Matrix nach erfolgter Mikrofrakturierung des subchondralen Knochens aus dem
Knochenmark an den Ort der Knorpeldefektheilung gefiihrt werden kénnen. Eine
aufwandige in vitro-Kultivierung der Zellen vor der therapeutischen Applikation kénnte
somit entfallen.

Im Verlauf der Behandlung eines Kniegelenkdefektes wurde in den mikrofrakturierten
Gewebedefekt eine Kollagen I/111-Matrix eingebracht und gleichméaRig durch das sub-
chondrale Knochenmark infiltriert (Autologe Matrix-Induzierte Chondrogenese, AMIC;
(64)). Die plastikadharenten, aus der (berschussigen Matrix isolierten Stamm-/
Progenitorzellen wurden anhand ihrer Oberflachenexpression charakterisiert und mittels
MMS- und MMB-System adipogen, osteogen und chondrogen differenziert. Die Analyse
der entsprechenden adipogenen, osteogenen und chondrogenen Gen- und Protein-
expression erfolgte mittels histochemischer Farbungen, sekundéarer Immunfluoreszenz und

semi-quantitativer RT-PCR.
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2. Material und Methoden

2.1.  Materialien und Geréate

Autoklav 2540EL

Cryostat Reichert & Jung Frigocut 2800
Durchflusszytometer Cytomics FC 500
Feinwaage 0,5 g - 1500 g

Feinwaage Sartorius Micro

Feinwaage Sartorius 1602 MP8
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axioplan 2
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Axiostar plus
Fotographie Sony 3CCD Color Video Camera
Fotographie Moticam 1000

Fotographie Phase CellCam
Gelelektrophorese Biorad Wide Mini Sub Cell GT
Gelelektrophorese Biorad Power Pac Basic
Inkubator Nuaire IR CO, Water-Jacketed
In situ-Hybridisierung Hybaid Mini10

In situ-Hybridisierung Hybaid Maxil4
Inversionsmikroskop Leica DMIL
Inversionsmikroskop Leitz Diavert
Kryo-Container

Magnetthermorihrer MR2002

Mikrowelle ER 7700

PCR-Thermocycler Eppendorf Mastergradient
PCR- PTC 200 Thermal Cycler
PCR-Biorad MyCyler Thermal Cycler

S2 Safety Cabinets Nuaire Biological
Software Adobe Photoshop CS

Software CoreDRAW 10

Software Cytomics CXP

Software Gel-Pro® Analyzer

Software ImageJ

Software Motic Image Plus 2.0

(Systec, Wettenberg, Germany)
(Leica, Bensheim, Germany)
(B&C, Krefeld, Germany)
(Kern, Balingen, Germany)
(Sartorius, Géttingen, Germany)
(Sartorius, Gottingen, Germany)
(Zeiss, Oberkochen, Germany)
(Zeiss, Oberkochen, Germany)
(Sony, Tokyo, Japan)

(Motic, Wetzlar, Germany)
(Phase, Libeck, Germany)
(Biorad, Hercules, USA)
(Biorad, Hercules, USA)
(Nuaire, Plymouth, USA)
(MWG, Ebersberg, Germany)
(MWG, Ebersberg, Germany)
(Leica, Wetzlar, Germany)
(Leitz, Wetzlar, Germany)
(Nalge Ltd, Neerijse, Belgium)
(Heidolph, Nirnberg, Germany)
(Toschiba, Tokyo, Japan)
(Eppendorf, Hamburg, Germany)
(MJ Inc., Waltham, USA)
(Biorad, Hercules, USA)
(Nuaire, Plymouth, USA)
(Adabe, Saggart, Ireland)
(Corel, Ottawa, Canada)

(B&C, Krefeld, Germany)
(MediaCybernetics, MA, USA)
(NIH, Bethesda, USA)

(Moatic, Wetzlar, Germany)
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Software SigmaPlot 2000

Software Zeiss AxioVision 3.0.6
Spektralphotometer Biomate 3
Spektralphotometer Anthos Lucy3

Thermoblock 56 x 1,5 ml

UV-Transluminator

Vortexer Yellow line TTS2

Zellkultur Bakteriologische Petrischalen
Zellkultur BD Falcon Culture Slides

Zellkultur BD Microlance 3 (& 0,4 mm, 0,9 mm)
Zellkultur Cryo Tube Einfrierréhrchen (2 ml)
Zellkultur Falcons (15 ml, 50 ml)

Zellkultur Gewebekulturflaschen (25 - 150 cm?)
Zellkultur Gewebekulturschalen (@ 6 cm, 10 cm)
Zellkultur Multi-Well-Zellkulturplatten
Zellkultur Praparationsbesteck (steril)

Zellkultur THOMA-Zellz&hlkammer

Zentrifuge 5415d

Zentrifuge Biofuge pico

Zentrifuge Minifuge RF

2.2.  Allgemeine Lésungen

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) 200 mM, pH 8,0

(Systat, Erkrath, Germany)
(Zeiss, Oberkochen, Germany)
(Thermo, Waltham, USA)
(Anthos, Eugendorf, Austria)
(Liebisch, Bielefeld, Germany)
(UVP, Cambridge, U.K.)

(IKA, Staufen, Germany)
(GBO, Essen, Germany)

(B&D, Franklin Lakes, USA)
(B&D, Franklin Lakes, USA)
(TPP, Trasadingen, Switzerland)
(TPP, Trasadingen, Switzerland)
(TPP, Trasadingen, Switzerland)
(TPP, Trasadingen, Switzerland)

(TPP, Trasadingen, Switzerland)

(Eppendorf, Hamburg, Germany)
(Heraeus, Hanau, Germany)

(Heraeus, Hanau, Germany)

7,44 g EDTA (Merck, Darmstadt, Germany) wurden in 100 ml Aqua dest. gelést und der

pH-Wert mit NaOH (10 M) auf 8,0 eingestelt.

Phosphate Buffered Saline (PBS) 10 x Losung (steril), pH 7,2

Folgende Substanzen wurden in deionisiertem Wasser gelost:

1,37 M NaCl

26,9 mM KCI

0,1M Na;HPO, x 2H,0
17,6 mM KH2PO4

(Merck, Darmstadt, Germany)
(Merk, Darmstadt, Germany)
(Fluka, Buchs, Switzerland)
(Merck, Darmstadt, Germany)

Einzelansatze wurden auf die 1 x Konzentration in deionisiertem Wasser verdinnt und

anschlieBend autoklaviert.
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TRIS-Borat-EDTA-Puffer (TBE) 10 x Lésung, pH 8,3
Folgende Substanzen wurden in Aqua dest. gelost:

1M TRIS Ultra Pure (Biomol, Hamburg, Germany)
864 mM Borsaure (Merck, Darmstadt, Germany)
20 mM EDTA (Biochrom, Berlin, Germany)

Einzelansatze wurden auf die 1 x Konzentration in Aqua dest. verdiinnt.
2.3.  Medien zur Isolation und Kultivierung von Stamm-/ Progenitorzellen
Fur die Isolation und Kultivierung muriner und humaner mesenchymaler Stamm-/

Progenitorzellen wurden folgende Medien eingesetzt:

2.3.1. Kultivierungsmedium

Murine und humane Stamm-/ Progenitorzellen wurden mit Dulbeccos Modified Eagles
Medium mit 4500 mg/l D-Glucose (DMEM high glucose; Invitrogen, Paisley, U.K.), 10 %
Fetalem Kélber Serum (FKS) sowie folgenden Additiven kultiviert:

1% MEM Nicht-essentielle Aminosduren (Invitrogen, Paisley, U.K.)
1% L-Glutamin (PAA, Pasching, Austria)
1% Penicillin / Streptomycin (PAA, Pasching, Austria)
1% Na-Pyruvat (PAA, Pasching, Austria)
300 uM Vitamin C (steril) (Sigma, Miinchen, Germany)

2.3.2. Transfermedium fir Knochenmark
10 ml Kultivierungsmedium (2.3.1.) wurden mit 5000 IE Heparin (Merk, Darmstadt,

Germany) versetzt und steril filtriert.

2.3.3. Isolationsmedium mit Kollagenase

Kultivierungsmedium (2.3.1.) wurde mit Kollagenase A (Sigma, Minchen, Germany)
erganzt. Die Praparate wurden vor der Isolation gewogen und die Kollagenasemenge (mg)
anhand des Probengewichtes bestimmt. Es wurden 1 mg Kollagenase A pro Gramm
Gewebe eingesetzt. AbschlieBend wurde die Kollagenasekonzentration des Isolations-

mediums auf 1 mg/ml eingestellt.

2.4. Medien zur Differenzierung von Stamm-/ Progenitorzellen
Die adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung der Stamm-/ Progenitorzellen
erfolge durch Induktion mit spezifischen Medien (siehe auch 2.8. und 2.9.). Grundlage fur

die Differenzierungsmedien war das unter 2.3.1. beschriebene Kultivierungsmedium, da so
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eine optimale Proliferation und Differenzierung der Stamm-/ Progenitorzellen erreicht
werden konnte. Die Kultivierung und Differenzierung muriner Stamm-/ Progenitorzellen in
Serum-freiem Medium war nicht erfolgreich und fuhrte zu einem vollstdndigen Riickgang
der Proliferation. Die Applikation der in dieser Arbeit verwendeten Medien fiihrte bei allen
erfolgreich isolierten Stamm-/ Progenitorzellisolaten zu einer osteogenen, adipogenen und

chondrogenen Differenzierung.

2.4.1. Medium zur osteogenen Induktion

Kultivierungsmedium (2.3.1.) wurde mit folgenden Additiven ergénzt:

0,1 uM Dexamethason (Merk, Darmstadt, Germany)
10 mM B-Glycerophosphat (Sigma, Miinchen, Germany)
2.4.2. Medium zur chondrogenen Induktion

Kultivierungsmedium (2.3.1.) wurde mit folgenden Additiven ergéanzt:

1% ITS+ Premix (B&D, Heidelberg, Germany)
0,1 uM Dexamethason (Merk, Darmstadt, Germany)
1 mM L-Prolin (Sigma, Miinchen, Germany)
10 ng/mi TGF-B3 (R&D, Wiesbaden, Germany)

2.4.3. Medium zur adipogenen Induktion

Kultivierungsmedium (2.3.1.) ohne Vitamin C wurde mit folgenden Additiven erganzt:

2 uM Insulin (Sigma, Miinchen, Germany)
500 uM IBMX (Sigma, Miinchen, Germany)
1uM Dexamethason (Merk, Darmstadt, Germany)
200 uM Indomethacin (Sigma, Miinchen, Germany)

24.4. Medium zum Erhalt adipogener Differenzierung

Kultivierungsmedium (2.3.1.) ohne Vitamin C wurde mit 2 uM Insulin (Sigma, Minchen,
Germany) erganzt.

2.5.  Techniken der Kultivierung von Stamm-/ Progenitorzellen

Murine und humane Stamm-/ Progenitorzellen wurden bei 37 °C und 5 % CO; in einem
Zellkulturinkubator kultiviert. Fir die Arbeiten wurden autoklavierte oder sterilisierte
Materialien und Losungen verwendet. Alle Arbeiten wurden unter sterilen Werkbanken

durchgefuhrt. Die Kaultivierung der Stamm-/ Progenitorzellen erfolgte entweder auf
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Gewebekulturplastik- (TPP, Trasadingen, Switzerland) oder Glasoberflachen (BD Falcon
Culture Slides; B&D, Franklin Lakes, USA).

2.5.1. Abldsen, Zentrifugieren und Passagieren von Stamm-/ Progenitorzellen

Losungen:
Trypsin / EDTA (steril)
2,5 % Trypsin und 1 % EDTA wurden in PBS zu folgender Endkonzentration verdiinnt:

0,05 % Trypsin (PAA, Pasching Austria)
0,01 % EDTA (Biochrom, Berlin, Germany)

Trypanblau (0,4 %) Vitalitatsfarbung

04 % (w/v) Trypanblau (Sigma, Minchen, Germany) wurde in PBS geldst und

anschlieRend steril filtriert.

Durchfuhrung:

Die Stamm-/ Progenitorzellen wurden bei Erreichen einer 80-90 %-igen Zellkonfluenz in
die néchste Passage uberfihrt. Das Medium wurde vorsichtig abgesaugt und die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen, um Mediumrickstande zu entfernen. AnschlieRend erfolgte
eine Inkubation mit Trypsin / EDTA fiir 2 min bei 37 °C. Das Abldsen der Zellen wurde
unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Die Zellen wurden unter Verwendung einer 5 ml-
Pipette mit 5 ml Kultivierungsmedium von den Schalen gespult, in 10 ml Kultivierungs-
medium aufgenommen und anschlieBend fir 5 min bei 250 x g zentrifugiert. Die
abzentrifugierten Zellen wurden mit einer 5 ml-Pipette in Kultivierungsmedium resus-
pendiert und ihre Zellzahl und Vitalitdt bestimmt. Zu diesem Zweck wurden 10 pl der
Zellsuspension im Verhaltnis 1:1 mit Trypanblau (0,4 %) gefarbt. 10 ul der gefarbten
Zellsuspension wurden mit einer Pipettierhilfe in eine THOMA-Z&hlkammer gegeben. Im
Anschluss an die Bestimmung der Zellvitalitat wurde die Zellzahl pro ml mit folgender

Formel errechnet:

Zellzahl(vita%l _ Zellzahivital) , s

64
Im Anschluss wurden die Zellen entweder kryokonserviert (2.5.2.) oder mittels einer 5 ml-
Pipette in 10 ml Kultivierungsmedium resuspendiert und erneut in einer Zelldichte von 1 x

10* Zellen pro cm? auf Gewebekulturflaschen ausplattiert.
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2.5.2. Kryokonservierung von Stamm-/ Progenitorzellen

Losungen:

Medium zur Kryokonservierung

Kultivierungsmedium (2.3.1.) wurde mit 8 % Dimethylsulfoxid (DMSO; Sigma, Minchen,

Germany) erganzt, steril filtriert und anschlielend zum Einfrieren der Zellen verwendet.

Durchfiihrung:

Die Stamm-/ Progenitorzellen wurden, wie unter 2.5.1. beschrieben, von den
Gewebekulturschalen abgel6st, zentrifugiert und in 1,8 ml Medium zur Kryokonservierung
unter Verwendung einer 2 ml-Pipette resuspendiert. Die Zellen wurden in ein
Einfrierréhrchen (TPP, Trasadingen, Switzerland) gegeben und dieses fiir 12 Stunden in
einem Kryo-Container (Nalge Europe Ltd, Neerijse, Belgium) bei -80 °C gelagert.
AbschlieRend wurde das Einfrierréhrchen zur Langzeitkryokonservierung in flussigen
Stickstoff (-196 °C) duberfuhrt. Zur Re-Kultivierung der in Stickstoff gelagerten
Zellproben, wurden diese im Wasserbad (37 °C) rasch aufgetaut und die noch kalte Zell-
suspension mittels einer 2 ml-Pipette in 10 ml Kultivierungsmedium tberfuhrt und fiir 5
min bei 250 x g zentrifugiert. Der Mediumiberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 5
ml Kultivierungsmedium resuspendiert. Ihre Zellzahl und Vitalitdt wurde wie unter 2.5.1.
beschrieben bestimmt. AbschlieBend wurden die Zellen in einer Dichte von 1 x 10* Zellen

pro cm? auf Gewebekulturflaschen ausplattiert.

2.6.  Techniken zur Isolation von Stamm-/ Progenitorzellen

Die Isolation muriner (Aktenzeichen: V742-72241.122-4; Kramer) und humaner
(Aktenzeichen: 04-183; Schlenke/Kirchner) mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen
erfolgte unter Beachtung der Anzeigepflicht und der von der Universitdt zu Libeck
geforderten  wissenschaftlichen und ethischen Richtlinien zur Anzeige von

Organentnahmen und Gewebematerial zu wissenschaftlichen Zwecken.

2.6.1. Isolation muriner Stamm-/ Progenitorzellen aus dem Knochenmark

Die Praparation von Stamm-/ Progenitorzellen aus dem Knochenmark (Abb. 1A) der
langen Rohrenknochen Femur und Tibia von NMRI Mdusen (Charles River Laboratories
Inc., Wilmington, USA) erfolgte unter sterilen Bedingungen und unter Beachtung der
Anzeigepflicht (siene 2.6.). Mit Préaparationsschere und Pinzette wurde das Huftgelenk

aufgesucht, der Femurkopf dargestellt und aus dem Gelenk luxiert. Femurkondylen und
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Tibiaplateau wurden im Kniegelenk separiert, so dass die obere und untere Extremitat
getrennt vorlagen. Nach Entfernung des Weichteilmantels konnte das Knochenmark durch
abheben des proximalen und distalen Femur- bzw. Tibiaplateaus freigelegt werden. Um
eine Gerinnung des Knochenmarks zu verhindern, wurde dieses mit heparinisiertem
Transfermedium (2.3.2.) unter Verwendung einer Kanule (& 0,4 mm) aus den Markhohlen
heraus gespult. Abschlielend wurde die Markhohle mit einer weiteren Kandle (@ 0,9 mm)
geweitet und erneut mit Transfermedium gespiilt. Das Zellisolat wurde in ein
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt und bei 250 x g fur 5 min zentrifugiert. Anschliel3end
wurde das Transfermedium abgesaugt und die Zellen in 5 ml Kultivierungsmedium (2.3.1.)
mit einer 5 ml-Pipette resuspendiert und auf Gewebekulturflaschen (25 cm?) ausplattiert.
Die isolierten Zellen wurden fur 72 Stunden bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank
inkubiert. Nonadherente Zellen wurden durch Mediumwechsel nach 72 Stunden entfernt.
Pro Isolation (n=10) konnten jeweils ca. 1,5 x 10°> mononukleare Zellen aus dem murinen

Knochenmark gewonnen werden.

2.6.2. Isolation muriner Stamm-/ Progenitorzellen aus perirenalem Fettgewebe

Die Préparation muriner Stamm-/ Progenitorzellen aus dem perirenalen Fettgewebe (Abb.
1B) von NMRI Méusen erfolgte unter sterilen Bedingungen und unter Beachtung der
Anzeigepflicht (siehe 2.6.). Die Darstellung des Retroperitoneums erfolgte von abdominal.
Das perirenale Fettgewebe wurde steril enthnommen, gewogen, in ca. 2-4 mm grolie
Gewebsfragmente zerkleinert und in ein steriles mit Kollagenasemedium (2.3.3.) gefulltes
Eppendorfgefaly Gberfihrt. Das Préparat wurde fur 45-60 min bei 37 °C enzymatisch
gelost. Die Zellsuspension wurde anschlieBend mit 20 ml Kultivierungsmedium versetzt,
durch ein steriles Sieb der PorengroRe 0,5-1 mm filtriert und fir 5 min bei 250 x g
zentrifugiert. Die zentrifugierten Zellen wurden mit einer 5 ml-Pipette in 5 ml
Kultivierungsmedium resuspendiert, auf Gewebekulturflaschen ausplattiert und fir 72
Stunden bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. Nonadherente Zellen wurden
durch Mediumwechsel nach 72 Stunden entfernt. Pro Isolation (n=10) konnten jeweils ca.

4 x 10° mononukleare Zellen aus dem murinen perirenalen Fettgewebe gewonnen werden.

2.6.3. Isolation muriner Stamm-/ Progenitorzellen aus mediastinalem Bindegewebe

Die Praparation muriner Stamm-/ Progenitorzellen aus dem mediastinalen Bindegewebe
(Abb. 1C) von NMRI Mausen erfolgte unter sterilen Bedingungen und unter Beachtung

der Anzeigepflicht (siehe 2.6.). Das Peritoneum wurde mit sterilem Praparationsbesteck
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er6ffnet und der sternocostale Winkel wurde von abdominal dargestellt. Die Er6ffnung des
Thorax erfolgte rechts und links entlang der sternocostalen Gelenkverbindungen. Sternum
und Rippenbdgen wurden nach zervikal und lateral luxiert, das mediastinale Praparat
entnommen, gewogen und in ein steriles mit Kollagenasemedium (2.3.3.) gefiilltes
Eppendorfgefal? tberfiihrt. Der weitere Isolationsvorgang entsprach der Isolierung muriner
Stamm-/ Progenitorzellen aus perirenalem Fettgewebe (2.6.2.). Pro Isolation (n=10)
konnten jeweils ca. 2,5 x 10° mononukledre Zellen aus dem murinen mediastinalen

Bindegewebe gewonnen werden.

2.6.4. Isolation humaner Stamm-/ Progenitorzellen aus einer in vivo zur Defektheilung

verwendeten Kollagen 1I/111-Matrix

Die Isolation humaner mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen aus einer in vivo zur
Defektheilung verwendeten Kollagen I/I11-Matrix (Abb. 1D) erfolgte in Zusammenarbeit
mit der Klinik fir Chirurgie des Stiitz- und Bewegungsapparates, Sektion fir Orthopadie
(Direktor: Prof. Dr. Russlies; Arbeitsgruppe: Prof. Dr. Behrens), unter Beachtung der
Genehmigungspflicht (siehe 2.6.). Durch einen minimalinvasiven Zugang wurde im
Verlauf der Behandlung eines Kniegelenksdefektes der degenerierte Kniegelenksknorpel
entfernt und der subchondrale Knochen im Abstand von 5 mm mittels einer scharfen
Kandle bis zum Erreichen einer Blutung aus dem Knochenmark mikrofrakturiert. In den
Defekt wurde fir ca. 5 min eine Kollagen I/111-Matrix eingebracht, die gleichméaRig mit
Knochenmarksblut gesattigt wurde. Die Matrix wurde entnommen und anhand einer
Vorlage an den Knorpeldefekt angepasst. Die (berschiissige Matrix wurde in PBS
aufgenommen, im Labor unter Verwendung einer sterilen Schere und Pinzette in mehrere
Stilicke zerkleinert und zur Stammzellisolation in Gewebekulturflaschen mit Kultivierungs-
medium Uberfuhrt. Nonadherente Zellen wurden alle vier Tage durch Mediumwechsel
entfernt. Nach zwei Wochen konnten erste Kolonien plastikadhérenter Zellen, die aus der
Matrix ausgewachsen waren, detektiert werden. Die dem Knorpeldefekt angepasste Matrix
wurde mittels eines autologen Fibrinklebers (Baxter-Immuno, Heidelberg, Germany;
gemischt mit autologem Patientenserum) in den Defekt eingebracht. Das Kniegelenk
wurde fir 5 min in Extension gehalten und anschlieBend 10 x flektiert, um die Stabilitat
und Position der Matrix zu lberprifen. Der minimalinvasive Zugang wurde mehrschichtig
verschlossen und es wurde eine Drainage (ohne Vakuum) angelegt. Das Kniegelenk wurde
far 7 Tage mittels Orthese ruhiggestellt. Es folgte eine sechswochige passive

Bewegungstherapie und im Anschluss eine sechswochige aktive Bewegungstherapie. Erste
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Ergebnisse der 1-Jahr-Follow-Up Untersuchungen an 25 behandelten Patienten zeigten
postoperativ eine funktionale Verbesserung der Kniegelenksfunktion sowie keine
Ablésung der Matrix in magnetresonanztomographischen Untersuchungen (mindliche
Mitteilung Prof. Behrens).
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Abbildung 1: Isolierung muriner Stamm-/ Progenitorzellen aus Knochenmark (A),
perirenalem Fettgewebe (B) und mediastinalem Bindegewebe (C) sowie Gewinnung
humaner Stamm-/ Progenitorzellen aus einer Kollagen I/l1ll-Matrix, die in vivo zur
Defektheilung eines Knorpelschadens im Kniegelenk verwendet wird (D).

2.7.  Analyse der Proliferations-, Telomerase- und Oberflachencharakteristika von
Stamm-/ Progenitorzellen

Die Analyse der Proliferationskapazitat von Stamm-/ Progenitorzellen erfolgte durch

Bestimmung des taglichen Verdopplungsfaktors (V-Faktor) und Analyse der Telomerase-

aktivitat der Zellen.
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2.7.1. Bestimmung des VVerdopplungsfaktors

Der tégliche V-Faktor beschreibt die Proliferations- und Wachstumseigenschaften der
Stamm-/ Progenitorzellen. Die Berechnung des V-Faktors erfolgte mittels folgender
Formel:

K, = Ko X (1 + v/100)"

K, = Zellzahl nach dem Kultivierungszeitraum (n)
Ko = Initial plattierte Zellzahl
n = Kultivierungszeitraum in Tagen

V-Faktor = (1 + v/100)
Der V-Faktor wurde an verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Kultivierung bestimmt
(n=6), quantifiziert und statistisch ausgewertet. Er beschreibt die Zunahme der Stamm-/

Progenitorzellpopulation als Verdopplungsfaktor innerhalb von 24 Stunden.

2.7.2. Bestimmung der Telomeraseaktivitdt mittels Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA)
Telomere sind spezialisierte DNA / Protein-Strukturen der chromosomalen Enden

eukaryontischer Zellen. Telomerische DNA-Tandemrepeats ermdglichen die Bindung von
telomerspezifischen zellularen Proteinen, die End-zu-End-Fusionen, irregulare Re-
kombinationen und andere fir die Zelle schadliche genomische Alterationen verhindern.
Es ist beschrieben, dass Stammzellen eine Mdglichkeit der Telomerverlangerung und
somit der Genomprotektion besitzen (65). In Stammzellen kompensiert das Enzym
Telomerase verloren gegangene Telomersequenzen durch deren Resynthetisierung anhand
einer intrinsischen RNA Komponente (66,67). Der Nachweis der zellspezifischen
Telomeraseaktivitat muriner Stamm-/ Progenitorzellen erfolgte mittels des TeloTAGGG
Telomerase PCR ELISAP-YS (Roche, Mannheim, Germany). Alle im Folgenden genannten
fur die Reaktionen notwendigen Lésungen, Sonden und ELISA-platten waren Teil des

Analysekits. Die Reaktionsabfolge gliederte sich in zwei Schritte:

1. Elongation / Amplifikation:

Wahrend eines PCR-Amplifikationsschrittes synthetisierte die zellspezifische Telomerase
Telomersequenzen (TTAGGG) an das 3’-Ende eines biotinmarkierten synthetischen
Primers (P1-TS). Vergleichend wurde ein interner Standard von 216 Basenpaaren

mitgefuhrt und in der gleichen Reaktion amplifiziert.
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2. ELISA:

Die PCR-Produkte wurden denaturiert und mit Telomersequenz-spezifischen Digoxigenin
(DIG)-markierten-Sonden hybridisiert. Die hybridisierten PCR-Amplifikate wurden Uber
ihre Biotinmarkierung an eine Streptayidinmikroplatte gebunden, mit Hilfe eines
Meerrettichperoxidase konjugierten Anti-DIG-Antikdrpers markiert und durch Inkubation
mit 3, 3, 5, 5'-Tetramethylbenzidin (TMB) sichtbar gemacht. Anschlielend wurde der
durch die enzymatische Umsetzung des TMB sichtbare gelbe Farbumschlag mit Hilfe
eines Luminometers ausgewertet und anhand der Intensitat des Farbumschlags die

proportionale Telomeraseaktivitat bestimmt.

2.7.3. Durchflusszytometrische Analyse von Stamm-/ Progenitorzellen

Ldsungen:
FACS (fluorescence activated cell sorting) Puffer (0,25 %)

Folgende Substanzen wurden in PBS gel0st:

1 % (wiv) Bovine Serum Albumin (Sigma, Miinchen, Germany)
0,1% NaNs (Sigma, Miinchen, Germany)
Durchfiihrung:

Die durchflusszytometrischen Analysen der Stamm-/ Progenitorzellen erfolgten jeweils in
der 4. Passage. Die zu analysierenden Zellen wurden wie unter 2.5.1. beschrieben von den
Gewebekulturoberflaichen abgelést und zweimal mit FACS Puffer gewaschen.
AnschlieBend wurde mittels FACS Puffer eine Zellsuspension von 1 x 10° Zellen pro ml
hergestellt. Im weiteren Verlauf wurden jeweils 100 pl dieser Zellsuspension mit je 10 pl
Phycoerythrin (PE) konjugiertem monoklonalen Antikérper (mAKk), 10 pl Fluorescein
(FITC) konjugiertem mAk, 10 ul Allophycocyanin (APC) konjugiertem mAKk oder 10 pl
nicht-konjugiertem mAKk sowie einem sekundéren Ratte-anti-Maus IgG-FITC fir 30 min
bei 4 °C inkubiert. Um die isolierten Stamm-/ Progenitorzellen von Zellen der
hamatopoetischen Linie zu unterscheiden, wurde die Expression der Oberflachenmarker
CD34 (gp105-120) und CD45 (leukocyte common antigen) untersucht. Es wurden folgende
Oberflachenantigene in die phanotypische Profilanalyse eingeschlossen: CD29 (f1
integrin), CD44 (hyaluronan receptor), CD49d (a4 integrin), CD54 (intercellular
adhesion molecule-1), CD73 (ecto-5'-nucleotidase), CD81 (target for anti-proliferative
antigen-1), CD105 (endoglin), CD106 (vascular cell adhesion molecule 1), CD140b

(platelet-derived growth factor receptor ), CD166 (activated leukocyte cell adhesion
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molecule) und Oct %. Zu Beginn der FACS Untersuchung wurden alle Proben mittels
FACS Puffer auf ein einheitliches VVolumen von 500 pl aufgefillt. Die Analyse erfolgte
mittels eines Cytomics FC500 Durchflusszytometers und Cytomics CXP Software
(Beckman Coulter, Krefeld, Germany). Es wurden mindestens 10.000 Events
aufgezeichnet und mittels eines drei-parametrischen Analyseprotokolls ausgewertet (FL1,
FL2 und FL4). Zelluldare Aggregate und Zellfragmente wurden durch Anpassen des
Messfensters (FSC/SSC dotplot) ausgeschlossen. Die Hintergrundfluoreszenz wurde
mittels unspezifischer Isotypkontrollen (IgG1, 1gG2a, 1gG2b und IgM) bestimmt. Alle
Antikorper auRer CD105, CD166, Oct % (RDSystems, Abingdon, U.K.) sowie CD34 und
CD140b (eBioscience, San Diego, CA, USA) wurden von Becton & Dickinson

(Heidelberg, Germany) erworben.

2.8.  Klassisches Monolayer- und MicroMassBody-System zur Differenzierung von
Stamm-/ Progenitorzellen

2.8.1. Osteogene und adipogene Differenzierung im klassischen Monolayer-System

In den Passagen p5, p9 und pl2 erfolgte die osteogene und adipogene in vitro-
Differenzierung der murinen Stamm-/ Progenitorzellen im klassischen Monolayer. Die
osteogene und adipogene Differenzierung wurde in Gegenwart von Serum durchgefiihrt
(19,36,68). Die Stamm-/ Progenitorzellen wurden auf Gewebekulturschalen (& 6 cm) flr
RNA-Isolierung und Culture Slides fir histochemische und immunhistochemische
Féarbungen ausgebracht. Ab einer Zellkonfluenz von 70-80 % erfolgte die spezifische
Induktion der Stamm-/ Progenitorzellen.

Mit Beginn der osteogenen Induktion wurde das Kultivierungsmedium (2.3.1.) durch das
Medium zur osteogenen Induktion (2.4.1.) ersetzt und die Zellen tber den Zeitraum von 25
Tagen differenziert. Das osteogene Induktionsmedium wurde alle vier Tage gewechselt
und durch frisches Induktionsmedium ersetzt.

Mit Beginn der adipogenen Differenzierung wurde das Kultivierungsmedium (2.3.1.)
durch das Medium zur adipogenen Induktion (2.4.3.) ersetzt. Einer 3-tdgigen Induktion
folgte eine Stabilisierung der adipogenen Differenzierung durch eine 4-tagige Kultivierung
mit dem Medium zum Erhalt der adipogenen Differenzierung (2.4.4.). Die Induktionsphase
wurde noch zweimal wiederholt, jedesmal gefolgt von einer Stabilisierungsphase.
AbschlieBend erfolgte eine 4-tdgige Differenzierung der Stamm-/ Progenitorzellen im
Medium zum Erhalt der adipogenen Differenzierung (2.4.4.). Im Rahmen aller

Differenzierungsversuche wurden an den Tagen 0, 9, 18 und 25 Proben fiur histochemische
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(siehe 2.12.) und immunhistochemische Féarbungen (siehe 2.13.) sowie fur Analysen der
Genexpression (siehe 2.14.) entnommen.

2.8.2. Chondrogene Differenzierung im klassischen MicroMassBody-System

In den Passagen p5, p9 und pl12 erfolgte die chondrogene Differenzierung der Stamm-/
Progenitorzellen im klassischen MicroMassBody (MMB (69); Abb. 2). Im humanen
System erfolgt die chondrogene Differenzierung meist ohne Serum (19). Im murinen
Model hingegen konnte die chondrogene Differenzierung in Gegenwart von FKS und
TGF-B bestitigt werden (70). Daruberhinaus zeigte sich die in vitro-Kultivierung von
murinen Stamm-/ Progenitorzellen in Gegenwart von 15-20 % FKS verbessert (71).
Aktuelle Publikationen beschreiben eine chondrogene Differenzierung unter dem Einfluss
unterschiedlicher FKS Konzentrationen (72). Die chondrogene Differenzierung wurde
daher in Gegenwart von 10 % FKS durchgefiihrt. Undifferenzierte Stammzellen wurden
wie in 25.1. beschrieben von den Gewebekulturoberflachen abgel6st und in
chondrogenem Induktionsmedium (2.4.2.) resuspendiert. Aliquote von 0,5 ml mit je 2 X
10° Zellen wurden in konische Gewebekulturrdhrchen (15 ml) tiberfiihrt und fiir 10 min bei
65 x g zentrifugiert. Diese wurden im Anschluss bei 37 °C und 5 % CO, im Brutschrank
inkubiert. Um einen guten Sauerstoffaustausch zu gewéhrleisten sowie externe
Kontaminationen zu vermeiden, behielten die Réhrchen eine sterile luftdurchléassige
Schutzkappe. Innerhalb von 24 Stunden nach Inkubation wurde ein Zellaggregat sichtbar,
das im Verlauf der Differenzierung keine Adhérenz zur Wand des Rohrchens zeigte. Im
Verlauf des Differenzierungszeitraums von 25 Tagen wurde das chondrogene
Induktionsmedium alle vier Tage erneuert und Proben zur Erstellung von histologischen

Kryopraparaten (2.11.1.) sowie fur Analysen der Genexpression (siehe 2.14.) entnommen.

Abbildung 2: Klassische MicroMassBody (MMB)-Kultivierung zur chondrogenen Dif-
ferenzierung muriner und humaner Stamm-/ Progenitorzellen. Der MMB wurde mittels
Alcianblau zur Darstellung knorpeltypischer Proteoglykane gefarbt.
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2.9. Etablierung einer 3D-Kultivierungsmethode zur adipogenen, osteogenen und
chondrogenen Differenzierung mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen.
Die Charakterisierung von Stamm-/ Progenitorzellen im Monolayer- bzw. MMB-System
erfordert hohe Zellzahlen. Um diese zu generieren, ist eine verldngerte in vitro-
Kultivierung sowie eine wiederholte Passagierung der isolierten Stamm-/ Progenitorzellen
erforderlich (siehe 2.10.; Tabelle 1). Ein standardisiertes System der in vitro-
Charakterisierung sollte daher bei geringerer Zellzahl und geringerem Zeitaufwand eine
effizientere Differenzierung mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen ermdglichen. Die
Differenzierung embryonaler Stamm (ES)-zellen in dreidimensionalen Zellaggregaten,
sogenannten ,,Embryoid Bodies”“ (EBs) wurde bereits erfolgreich in vitro angewandt
(62,63). In Anlehnung an diese Methode wurde das System der in vitro-Differenzierung
adulter Stammzellen in der Mesenchymalen MicroSphare (MMS; Abb. 3) etabliert, auch
wenn adulte Stammzellen und ES-Zellen unterschiedliche Eigenschaften zeigen (62). Die
Verwendung des MMS-Systems flihrt zu einer Reduktion der fiir die Charakterisierung der
in vitro-Differenzierung nétigen Zellzahl um 70 % im Vergleich zu klassischen
Protokollen. Die MMS-Differenzierung der Stamm-/ Progenitorzellen erfolgte in den
Passagen p5, p9 und p12. Im Rahmen der Differenzierungsversuche wurden an den Tagen
0, 9, 18 und 25 nach Induktionsbeginn Proben fir histochemische (siehe 2.12.) und
immunhistochemische Farbungen (siehe 2.13.) sowie flr Analysen der Genexpression
(siehe 2.14.) entnommen. Am Tag 0 liegt ein undifferenzierter, zumindest nicht durch
Applikation von Differenzierungsmedium induzierter Zustand der Stamm-/ Progenitor-
zellen vor. Die Differenzierung via MMS umfasst:
1. Herstellung von MMS im ,héngenden Tropfen® in einem Zeitraum von 6 Tagen
(-10d bis -4d)
2. Plattierung der MMS auf Gewebekulturflaichen und Kaultivierung fir 4 Tage
(-4d bis 0d)
3. Induktion (0d) und Differenzierung der MMS fiir bis zu 25 Tage (25d)

2.9.1. Herstellung der MMS im ..hingenden Tropfen

Wesentlich fir die Vergleichbarkeit der Differenzierung zwischen den einzelnen MMS ist
eine einheitliche GroRRe der Zellaggregate. Fir die Herstellung der MMS wurden die
Stamm-/ Progenitorzellen wie unter 2.5.1. beschrieben von den Gewebekulturschalen
abgelost. Anschlieend wurde mit Kultivierungsmedium (2.3.1.) eine Zellsuspension mit

einer Konzentration von 250.000 Zellen pro ml erstellt. Mit Hilfe einer sterilen Pipette
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wurden jeweils 5.000 Zellen (20 ul) der Zellsuspension entnommen und 70 Tropfen & 20
pl auf den Boden einer bakteriologischen Petrischale (@ 10 cm) pipettiert (Abb. 3A).
AnschlieRend wurden die Béden der bakteriologischen Petrischalen um 180° gewendet und
auf den Deckel der Petrischale gesetzt (Abb. 3B). Um ein Austrocknen der MMS wahrend
der 6-tagigen Aggregation zu verhindern, wurde der Deckel einer Gewebekulturschale (&
6 cm) in die MMS-Kultivierungskammer gesetzt und mit PBS gefullt (Abb. 3B und C).
Bereits nach zweitagiger Kultivierung im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; zeigten sich
im ,,hdngenden Tropfen“ erste Zellaggregate (Abb. 3C). Nach 4 weiteren Tagen waren
stabile MMS entstanden.

2.9.2. Plattieren der MMS auf Gewebekulturflachen

Da mesenchymale Stamm-/ Progenitorzellen zu einer ausgeprégten Plastikadhérenz

neigen, wurde im MMS-System auf eine, wie fir EBs beschriebene, Suspensionskultur
verzichtet. Die MMS wurden nach 6 Tagen umgehend durch Hinzugabe von 10 ml
Kultivierungsmedium vorsichtig von den bakteriologischen Petrischalen gespilt und
mittels einer 100 pl Pipettierhilfe auf Gewebekulturschalen und 2-Kammer (well)-Culture
Slides ausplattiert (Abb. 3D und E). Es wurden jeweils 10 MMS pro Kulturschale (@ 6 cm)
und 5 MMS pro Culture Slide-Kammer ausplattiert. Das Auswachsen der MMS wurde

Uber einen Zeitraum von 4 Tagen lichtmikroskopisch kontrolliert.

2.9.3. Induktion und Differenzierung plattierter MMS

Am Tag 0 der Differenzierung wurden die im MMS kultivierten Stamm-/ Progenitorzellen
mittels der unter 2.4.1. bis 2.4.4. beschriebenen Differenzierungsmedien induziert (Abb.
3F) und Uber einen Zeitraum von 25 Tagen differenziert.

Das MMS-System ermdglichte eine erfolgreiche Differenzierung der untersuchten
Zellisolate. Die Charakterisierung der Stamm-/ Progenitorzellen erforderte dabei nur 1/7
der fur die herkdbmmliche Monolayer- bzw. MMB-Differenzierung erforderlichen
Zellmengen. Eine verléngerte in vitro-Kultivierung konnte so vermieden werden. Die fir
ein Screening der osteogenen, adipogenen und chondrogenen MMS-Differenzierung

notwendigen Zellmengen und Passagen sind in Tabelle 2 (siehe 2.10.) beschrieben.
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Abbildung 3: Kultivierung adulter Stamm-/ Progenitorzellen via Mesenchymaler Micro-
Spharen (MMS). MMS zeigen initial eine gleichméRig runde Form (E, E"); nach dem

Plattieren wachsen sie auf den Gewebekulturoberflachen aus (MMS outgrowth; F, F').
(DIC= Differential-Interferenz-Kontrast)

100 pm -

2.10. Screening-Verfahren zur Beschreibung der Differenzierungsfahigkeit von
Stamm-/ Progenitorzellen
In Tabelle 1 werden die Stamm-/ Progenitorzellmengen dargestellt, die flr einen Nachweis
der Differenzierung im klassischen Monolayer- bzw. MMB-System als Screening-Test
erforderlich sind. Hierfir wurde angenommen, dass die Differenzierung zumindest an
einem Probentag (z.B. 14d) mittels histochemischer Farbungen (je ein well (2 cm?) eines 2-
Kammer-Culture Slides fur jeweils die adipogene und osteogene Differenzierung bzw. 1
MMB fir die chondrogene Differenzierung) und RT-PCR (je eine 6 cm-Gewebe-
kulturschale (22,1 cm?) fiir jeweils die adipogene und osteogene Differenzierung bzw. 4
MMB fir die chondrogene Differenzierung) analysiert wird. Die zur Charakterisierung der

Differenzierung erforderlichen Zellzahlen werden durch zeitaufwendiges Passagieren
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erreicht. Das Zeitintervall betrug pro Passage ca. 5-7 Tage. Je mehr Passagen benitig
werden, desto groRer ist der Zeitverlust. Weiterhin muss beachtet werden, dass die
Zellentnahme zur Charakterisierung der Differenzierung (= Populationsanteil) die
verbliebene Zellpopulation, die theoretisch zur medizinischen Applikation verbleibt,
verkleinert. Dies bedingt, dass diese verbliebene Population wiederum durch Passagieren
vermehrt werden muss. Je geringer also die Zellentnahme zur Charakterisierung der
Differenzierung ist, desto schneller kann

und erfolgreicher eine  Applikation

mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen in vivo erfolgen.

Tabelle 1: Screening der Differenzierungsfahigkeit von mesenchymalen Stamm-/
Progenitorzellen im klassischen Monolayer- bzw. MMB-System.

] Initial erforderliche Zellzahl Passagenzahl zur Generierung der
Adipogene & Osteogene . . .
und Gewebekulturoberflache erforderlichen Zellzahl und ihr Anteil an

Differenzierung

(1 x 10* Zellen / cm?)

der Gesamtpopulation (%)

Monolayer
Osteogen 241.000 Zellen / 24,1 cm?
Adipogen 241.000 Zellen / 24,1 cm?
, Passage 2
> Monolayer 482.000 Zellen / 48,2 cm . .
Populationsanteil 96,4 %
Chondrogene Initial erforderliche Zellzahl

Differenzierung

MMB
Chondrogen

(200.000 Zellen / MMB)

1.000.000 Zellen / 5 MMB

¥ Monolayer + MMB

1.482.000 Zellen

Passage 4

Populationsanteil 74,1 %

In Tabelle 2 werden die Stamm-/ Progenitorzellmengen dargestellt, die fur einen
Screening-Test der Differenzierung im MMS-System erforderlich sind. Hierfir wurde
angenommen, dass die Differenzierung zumindest an einem Probentag (z.B. 14d) mittels
histochemischer Farbungen (je 5 MMS fur jeweils die adipogene, osteogene und
chondrogene Differenzierung) und RT-PCR (je 10 MMS fir jeweils die adipogene,
osteogene und chondrogene Differenzierung) analysiert wird. Durch das MMS-Verfahren
wird zur erfolgreichen in vitro-Charakterisierung der Differenzierungsfahigkeit von
Stamm-/ Progenitorzellen eine ca.

7-fach geringere Zellmenge bendétigt. Ein

zeitaufwendiges Passagieren kann so vermieden werden.
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Tabelle 2: Screening der Differenzierungsfahigkeit von mesenchymalen Stamm-/
Progenitorzellen im MMS-System.

. . . Passagenzahl zur Generierung der
Adipogene & Osteogene Initial erforderliche Zellzahl . . )
. ] erforderlichen Zellzahl und ihr Anteil an
Differenzierung (5.000 Zellen / MMS) .
der Gesamtpopulation (%)
MMS
Osteogen 75.000 Zellen / 15 MMS
Adipogen 75.000 Zellen / 15 MMS
Passage 1
3 150.000 Zellen / 30 MMS ) )
Populationsanteil 93 %
Chondrogene Initial erforderliche Zellzahl
Differenzierung (5.000 Zellen / MMS)
MMS
Chondrogen 75.000 Zellen / 15 MMS
Passage 2
2 MMS Gesamt 225.000 Zellen / 45 MMS . .
Populationsanteil 45 %

2.11. Analysemethoden zur Charakterisierung der Differenzierung von Stamm-/
Progenitorzellen

Zum Nachweis der Differenzierung muriner und humaner Stamm-/ Progenitorzellen

wurden histochemische und immunhistochemische Farbungen von MMB-Kryopraparaten

oder auf Culture Slides kultivierten Stamm-/ Progenitorzellen angefertigt und bei der

detailierten Analyse der Differenzierung an den Tagen 0, 9, 18 und 25 ausgewertet.

2.11.1. MMB-Kryopréparate chondrogen differenzierter Stamm-/ Progenitorzellen

Die im MMB (2.8.2.) kultivierten Stamm-/ Progenitorzellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen, in Tissue-Tek® Cryomold® Gefrierschalen (Sakura, Tokyo, Japan) gegeben,
mit Tissue-Tek® O.C.T™ Compound (Sakura, Tokyo, Japan) eingedeckt und fiir
mindestens 24 Stunden bei -80 °C gelagert. AnschlieRend wurden mittels eines Kryotoms
(Cryostat, Reichert & Jung Frigocut 2800) Gefrierschnitte in einer Dicke von 10 um und
20 um angefertigt und auf Objekttrager aufgebracht, die bei -80 °C gelagert wurden. Die
Kryoschnitte wurden fur weitere Analysen aufgetaut, dreimal mit PBS gewaschen und iber

Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.
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2.11.2. Eindeckmedium fiir histochemische und immunhistochemische Farbungen

sowie Darstellung intranukledrer DNA

Histochemisch oder immunhistochemisch gefarbte Praparate wurden zur l&ngeren
Aufbewahrung mit 350 ul VECTASHIELD® Mounting Medium (Vector Inc., Burlingame,
USA) eingedeckt. Zur Darstellung intranuklearer DNA wurde 4',6-Diamidino-2-
phenylindol (DAPI; Sigma, Miinchen, Germany) 1:1000 in VECTASCHIELD® Mounting

Medium verdinnt.

2.12. Histochemische Analysemethoden zur Charakterisierung der Differenzierung
von Stamm-/ Progenitorzellen

2.12.1. Nachweis alkalischer Phosphatase zur Darstellung der osteogenen Differen-

zierung
Ein Charakteristikum osteogener Differenzierung ist die Expression alkalischer

Phosphatase (AP). Der histochemische AP-Nachweis wurde unter Verwendung des
Alkalischen Phosphatase-Kits (Sigma, Miinchen, Germany) durchgefiihrt.
Ldsungen:

Citrat-Formaldehyd-Fixierlésung

2,5 ml Citrat-Losung (Sigma, Miinchen, Germany)
6,5 ml Aceton (Roth, Karlsruhe, Germany)
0,8 ml Formaldehyd 37 % (Merck, Darmstadt, Germany)

Naphthol-Féarbel6sung

125 ul Natrium-Nitrit-Losung (Sigma, Miinchen, Germany)
125 pl Alkalische Phosphatase-L&sung (Sigma, Miinchen, Germany)
125 ul Naphthol-L6sung (Sigma, Miinchen, Germany)
5,63 mi Aqua dest.

Durchfuhrung:

Zundchst wurden Mediumruckstande entfernt, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
30 sec mit der Citrat-Formaldehyd-Fixierlésung fixiert. Im Anschluss wurde die Fixier-
I6sung durch zweimaliges Spiilen mit Aqua dest. entfernt. AnschlieBend wurde die
Naphthol-Farbeldsung auf die Probe gegeben und das Préparat 15 min bei Raumtemperatur
im Dunkeln inkubiert. Die Naphthol-Farbelésung wurde nach der Inkubation abgesaugt

und Rickstande grindlich mit Aqua dest. entfernt. AbschlieRend wurden die Praparate mit
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Hamatoxylin gefarbt (73), mit H,O gewaschen und in VECTASHIELD (2.11.2))
eingedeckt und bei 4 °C gelagert.

2.12.2.  Sudan Ill Farbung zur Darstellung der adipogenen Differenzierung

Sudan I11, ein in Kohlenwasserstoffen, Olen, Fetten und Wachsen léslicher Azofarbstoff,
wurde zur Darstellung intrazellulérer Lipidvakuolen verwendet.
Ldsungen:

Sudan 111 Farbeldsung

0,3 % (w/v) Sudan I1l (Sigma, Miinchen, Germany) wurde in 70 % Ethanol geldst, 15 min

auf 60 °C erhitzt und anschlieRend steril filtriert.

Durchfiihrung:

Zunéchst wurden Mediumruckstande entfernt, die Praparate zweimal mit PBS gewaschen
und anschliefend die Farbelosung aufgebracht. Der Farbevorgang konnte unter dem
Mikroskop beobachtet werden. Nach 3 min wurde die Féarbelésung abgesaugt, Rickstande
durch Spulen mit PBS entfernt und das Praparat in VECTASHIELD (2.11.2.) eingedeckt
und bei 4 °C gelagert.

2.12.3.  Alcianblau Farbung zur Darstellung der chondrogenen Differenzierung

Alcianblau (AB), ein wasserloslicher Phthalocyaninfarbstoff, wird zur selektiven Dar-
stellung saurer Mukosubstanzen, insbesondere knorpelspezifischer Proteoglykane genutzt.
Losungen:

Formaldehyd-Fixierung

3,7% Formaldehyd-Ldsung (Roth, Karlsruhe, Germany)

0,05 % AB-Farbeldsung, pH 1,5

Folgende Substanzen wurden in 3 % Essigsaure gelost:

154 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Germany)
134,4 mM MgClI (Merck, Darmstadt, Germany)
0,05 % (w/v) Alcianblau 8GX (Sigma, Miinchen, Germany)
Durchfiihrung:

Zunachst wurden Mediumrickstande entfernt und die Prdparate zweimal mit PBS

gewaschen. Anschlielend wurden diese mit Formaldehyd-Losung fixiert, und die
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Fixierung nach 30 min abgesaugt, die Zellen dreimal mit PBS gespdilt und tber Nacht bei
Raumtemperatur mit AB-Férbelosung gefarbt. Am ndchsten Morgen wurde die
Farbeldsung entfernt. Die Préparate wurden mit PBS gespilt und anschlieRend in VECTA-
SHIELD (2.11.2.) eingedeckt und bei 4 °C gelagert.

2.12.4. Quantitative Auswertung der histochemischen Farbungen

Die Analyse der adipogenen, osteogenen und chondrogenen Differenzierung der Stamm-/
Progenitorzellisolate erfolgte mit Hilfe der Software ImageJ (NIH, Bethesda, USA) an den
Tagen 0, 9, 18 und 25. Um die herkdmmliche Monolayer- bzw. MMB-Differenzierung mit
der neu etablierten Methode der MMS-Differenzierung vergleichen zu kdnnen, wurden die
Bereiche differenzierter Zellen vermessen und in Relation zur gesamt-kultivierten Flache
statistisch ausgewertet. Der Anteil differenzierter Zellen wurde in Prozent angegeben.

Die Quantifizierung chondrogener Differenzierung von Stamm-/ Progenitorzellen im
MMB erfolgte durch Bestimmung der AB-positiven Flache von 4 Kryoschnitten pro
Probentag und Versuchsgruppe (n=3). Die AB-positiven Flachen wurden in Relation zu
der Gesamtflache des Kryoschnitts quantifiziert und in Prozent angegeben.

Die Auswertung Sudan 111 positiv gefarbter Stamm-/ Progenitorzellen umfasste jeweils 10
Flacheneinheiten & 0,235 mm? pro Tag und Versuchsgruppe (n=3). AP-positive Stamm-/
Progenitorzellen wurden durch Bestimmung von je 10 Flachen & 0,77 mm? pro Tag und
Versuchsgruppe (n=3) quantifiziert. Sudan Il und AP positive Zellflachen wurden in
Relation zur gesamt-kultivierten Flache der Messungen quantifiziert und in Prozent

angegeben.

2.13. Immunhistochemische Analysemethoden zur Charakterisierung der Differen-
zierung von Stamm-/ Progenitorzellen

2.13.1. Darstellung zelltypspezifischer Proteinexpression mittels indirekter Immun-

fluoreszenz
Eine Methode hoher Auflésung zum Nachweis gewebespezifischer Proteinexpression stellt
die Immunfarbung (IF) dar (74). Ein priméres Immunglobulin (Ig) markiert ein
zellspezifisches Protein (Abb. 4A) und wird seinerseits durch Bindung eines sekundéren,
fluoreszenzmarkierten Ig sichtbar gemacht (Abb. 4B). Die Anregung der entsprechenden
Indocabocyanin (Cy3)- bzw. Fluorescein (FITC)-Fluoreszenz durch ultraviolettes Licht
charakteristischer Wellenlangen fuhrte zur spezifischen Illuminiszenz des sekundaren

Antikorpers. Die fur die Methoden der IF genutzten Antikorper und ihre Eigenschaften
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sind in den Tabellen 3 und 4 genannt. Osteogen differenzierte Stamm-/ Progenitorzellen
zeigen einen positiven Nachweis fur Osteopontin und Bone Sialoprotein. Die Kollagene
Typ 11 und Typ X konnten im Verlauf der chondrogenen Differenzierung nachgewiesen
werden. Der Stromazellmarker STRO-1 wurde zur Charakterisierung humaner Stamm-/

Progenitorzellen aus einer in vivo zur Defektheilung verwendeten Kollagen I/111-Matrix

genutzt.
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Abbildung 4: Prinzip der Darstellung zelltypspezifischer Proteinexpression mittels
indirekter Immunfluoreszenz

Tabelle 3: Monoklonale Primérantikdrper zur Verwendung bei der indirekten
Immunfluoreszenz. Angegeben sind Antigen, Name des Antikorpers, Spendertier sowie
Verdlnnungsverhéltnis in PBS und eine Literaturangabe. Alle Antikérper wurden von der
Developmental Studies Hybridoma Bank (DSHB, lowa, USA) bezogen.

Antigen Name; Spendertier Verdunnung Lit.
Osteopontin MPI11B10; Mus musculus 1:20 (75)

Bone Sialoprotein WVID1; Mus musculus 1:20 (76)
Kollagen Typ Il [1-116B3; Mus musculus 1:20 (77
Kollagen Typ X X-AC9; Mus musculus 1:20 (78)
stromal cell surface marker STRO-1; Mus musculus 1:50 (29)

Tabelle 4: Sekundarantikorper zur Verwendung bei der indirekten Immunfluoreszenz.
Angegeben sind das Flurochrom-IgG, die Fluoreszenzmarkierung, die Absorption und die
Emission sowie das Verdinnungsverhéltnis in PBS. Die Anti-Maus-1gG wurden von der
Dianova GmbH (Hamburg, Germany), die Anti-DIG-IgG von der Roche GmbH
(Mannheim, Germany) erworben.

Flurochrom-1gG Fluoreszenz Absorption Emission Verdinnung
Anti-Maus-1gG FITC 495 nm 528 nm 1:200
Anti-Maus-1gG Cy3 452 nm 565 nm 1:600

Anti-DIG-1gG FITC 495 nm 528 nm 1:100
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Losungen:

Methanol / Aceton Fixierung

Folgende Substanzen wurden im Verhaltnis 7:10 angesetzt:

70 ml Methanol (Merck, Darmstadt, Germany)
30 ml Aceton (Roth, Karlsruhe, Germany)

7,5 % BSA-Blocking-Reagenz
7,5 % (w/v) Bovines Serum Albumin (Sigma, Miinchen, Germany) wurden in PBS gelost:

Durchfiihrung:

Mit Stamm-/ Progenitorzellen kultivierte Culture Slides wurden zweimal mit PBS
gewaschen und anschlielend fir 5 min mit eiskaltem (-20 °C) Methanol / Aceton fixiert.
Zur Darstellung intranukledrer DNA wurde DAPI im Verdlnnungsverhéltnis 1:1000 der
Methanol / Aceton Fixierung hinzugefugt. Nach der Fixierung wurden Fixanzriickstande
durch Spulen mit PBS entfernt. Freie unspezifische Antikorperbindungsstellen wurden mit
7,5 % BSA-LOsung fur 30 min geblockt. Alle folgenden Inkubationsschritte wurden in
einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Das BSA-Blocking-Reagenz wurde von den Culture
Slides abgesaugt und die Proben mit jeweils 300 pl der priméaren Antikdrperverdinnung
(Tabelle 3) fiir 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde die primare Antikorper-
verdunnung von den Culture Slides abgesaugt und Antikorperreste durch dreimaliges
Waschen mit PBS entfernt. Danach wurde das Praparat fur 1 Stunde bei 37 °C mit 300 pl
der sekundaren Antikorperverdiinnung (Tabelle 4) inkubiert. AbschlieRend wurden die
Objekttrager mit PBS gewaschen und mit VECTASHIELD eingedeckt. Die Analyse und
Auswertung der Proteinexpression erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie (Zeiss
Axioplan 2 und Zeiss Axiostar plus; Zeiss, Oberkochen, Germany).

2.13.2. Darstellung zelltypspezifischer mRNA-Expression mittels Fluoreszenz in situ-

Hybridisierung

Bei der Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) erfolgt der Nachweis der ,,messenger-
Ribonukleinsduren (MRNA) durch Hybridisierung des Gentranskripts mit einer
spezifischen ,,Antisense“-mRNA-Sonde (Abb. 5A). Die mRNA-Hybridisierung kann
durch einen gegen die Sonde gerichteten fluoreszenzmarkierten Antikorper in situ
nachgewiesen werden (Abb. 5B). Als Negativkontrolle diente eine ,,Sense“~-mRNA-Sonde

mit der Nukleotidsequenz des nachzuweisenden mRNA-Transkripts. Die Kolokalisation
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von Gentranskript und spezifischer Proteinexpression kann durch die Kombination der
Fluoreszenz in situ-Hybridisierung mit einer indirekten Immunfluoreszenz (2.13.1.)
nachgewiesen werden.
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Abbildung 5: Prinzip der Darstellung zelltypspezifischer mRNA-Expression mittels
Fluoreszenz in situ-Hybridisierung

2.13.3.  Herstellung der in situ-mRNA-Sonden

Die fir die Synthese der mRNA-Sonden speziell klonierten Plasmide wurden mit
freundlicher Unterstiitzung durch Frau Dr. Veronique Lefebvre (Lerner Research Institute,
Cleveland, USA) zur Verfugung gestellt. Die Plasmide enthielten expressionsspezifische
Sox5 oder Sox6 komplementare Desoxyribonukleinsauren (cDNA) sowie Promotoren flr
DNA-abhéngige RNA-Polymerasen. Durch in vitro-Transkription der Plasmide konnte
eine ,,Antisense‘“-MRNA-Sonde von der klonierten cDNA hergestellt werden. ,,Sense*-
mRNA-Sonden wurden vom komplementdren cDNA-Strang synthetisiert. Die Markierung
der RNA-Sonden erfolgte mittels DIG-11-dUTP (DIG-RNA-Labeling-Kit; Roche,
Mannheim, Germany).

Losungen:

MRNA-in vitro-Transkriptionsreagenz

Folgende Substanzen wurden zur in vitro-Transkription in 20 pl (RNase- und DNase-

freiem) H,O angesetzt:

1ug linearisierte Sox5- oder Sox6-Plasmid-DNA

2 ul DIG-RNA-Labeling-Mix (Roche, Mannheim, Germany)
2 ul 10 x Transkriptionspuffer (Roche, Mannheim, Germany)
2 ul RNA-Polymerase (SP6 oder T7) (NEB, Ipswich, USA)
Durchfuhrung:

Das mRNA-in vitro-Transkriptionsreagenz wurde flir 2 Stunden bei 37 °C inkubiert und
die Reaktion anschliefend durch Zugabe von 2 pl 200 mM EDTA gestoppt. Die

Konzentration der generierten Sonden wurde bei 260 und 280 nm photometrisch bestimmt.
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2.13.4. Hybridisierung der mRNA-Sonde

Losungen:

In situ-Hybridisierung-Fixierungsldsung

Folgende Substanzen wurden in 200 ml PBS gelst:

8¢ Paraformaldehyd (Fluka, Buchs, Switzerland)
8¢ D (+) — Sucrose (Fluka, Buchs, Switzerland)

Die LOsung wurde unter dem Abzug 1 Stunde bei 60 °C erhitzt, so dass sich das
Paraformaldehyd vollstandig 16sen konnte. Anschlielend wurde die Fixierungslosung auf 4

°C herunter gekunhlt, aliquotiert und zur langeren Aufbewahrung bei -20 °C eingefroren.

Standard Saline Citrate (SSC)-Stammlésung 20 x, pH 7,0

Folgende Substanzen wurden in 800 ml Aqua dest. gel6st:

175,3 ¢ NaCl (Merck, Darmstadt, Germany)
88,2 ¢ tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Merck, Darmstadt, Germany)

Unter pH-Kontrolle wurde mit Aqua dest. ein Endvolumen von 1000 ml eingestellt und die
Losung anschlieBend autoklaviert. Durch Verdiunnung der SSC-Stammldsung (20 x) mit

Aqua dest. wurde eine 2 x SSC-, eine 0,2 x SSC- und eine 0,1 x SSC-L6sung hergestellt.

In situ-Hybridisierungsldsung

Folgende Substanzen wurden in 100 ml Aqua dest. geldst:

25 ml 20 x SSC-Stammldsung

10 ml 10 x Roche Blocking Reagenz (Roche, Mannheim, Germany)
20 pl 10 % Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Merck, Darmstadt, Germany)
Durchfiihrung:

Die FISH wurde in Anlehnung an ein etabliertes Protokoll zur in situ-Hybridisierung von
EBs optimiert (79). Die auf Culture Slides kultivierten Zellpréaparate wurden mit PBS
gewaschen und bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer mit 1 ml Fixierungslosung
far 20 min fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und
unspezifische Proteine und Nukleinsduren durch 15 min Inkubation mit 1 ml 2 x SSC bei
70 °C denaturiert. Die Praparate wurden mit PBS gewaschen und erneut fiir 5 min bei
Raumtemperatur fixiert. Rickstdnde der Fixierungslosung wurden durch zweimaliges
Waschen mit PBS und 2 x SSC entfernt. Im Anschluss wurden die Zellpraparate fir
jeweils 2 min in aufsteigender Ethanol-Reihe (50 %, 70 %, 95 %, 100 %, 100 %)

dehydriert und luftgetrocknet. Die Praparate wurden in Sonden-freier Hybridisierungs-
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I6sung fur 3 Stunden bei 45 °C prahybridisiert. Kurz vor Ablauf der Prahybridisierung
wurde die verwendete DIG-RNA-Sonde (Sox5 oder Sox6) fur 2 min bei 80 °C denaturiert
und 1 pg der Sonde in 1000 pl frischer Hybridisierungslosung aufgenommen. Nach dem
Entfernen der Sonden-freien Préhybridisierungslésung wurde die Probe bei 45 °C Uber
Nacht mit der entsprechenden Sonde hybridisiert. Am Folgetag wurden die Prdparate in
absteigender SSC-Reihe gewaschen (zweifach 2 x SSC, einfach 0,2 x SSC, zweifach 0,1 x
SSC) und mit PBS gespult. Zur gleichzeitigen Durchfihrung einer indirekten
Immunfluoreszenz (2.13.1.) wurden die Zellen 1 Stunde bei 37 °C mit 300 pl einer
primaren Antikorperverdiinnung (Tabelle 3) inkubiert. Primé&rantikorperrickstande wurden
durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt. Anti-DIG-Antikdrper zum selektiven
Nachweis der mRNA-Sonde und sekundér Antikorper der indirekten Immunfluoreszenz
(Tabelle 4) wurden im Anschluss zeitgleich aufgebracht. Die Darstellung intranukleérer
DNA gelang durch Applikation von DAPI (Verdinnung 1:1000) in die
Sekundarantikorperverdiinnung. Das Praparat wurde abschlieBend mit PBS gewaschen, mit
VECTASHIELD eingedeckt und unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt.

2.14. Darstellung zelltypspezifischer Genexpression zur Charakterisierung der
Differenzierung von Stamm-/ Progenitorzellen
Die Expression gewebespezifischer mRNA wahrend der in vitro-Differenzierung der
Stamm-/ Progenitorzellen wurde mit Hilfe der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)
nachgewiesen (80). Die aus den Zellen isolierte RNA wurde aufgereinigt und mittels
reverser Transkription (RT) in komplementare (c) DNA umgeschrieben. Daraufhin erfolgte
im Verlauf der PCR nach Anlagerung (Annealing) sequenzspezifischer Primerpaare an die
cDNA die Amplifikation des primerspezifischen Genabschnitts. Das PCR-Produkt wurde
im Anschluss mit Ethidiumbromid gefarbt, gelelektrophoretisch aufgetrennt und unter UV-
Licht sichtbar gemacht. Die spezifische Genexpression wurde semiquantitativ bestimmt

und statistisch ausgewertet.
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2.14.1. Sequenzspezifisches Primerdesign

Die Sequenzen der zu untersuchenden Gene wurden mit Hilfe der Internetplattform des
,National Center for Biotechnology Information“ (NCBI, Bethesda, USA,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov; 12.03.2009) sowie der Datenbank des ,,Ensembl* Projektes
(http://www.ensembl.org/index.html; 12.03.2009 (81)) identifiziert. Das Primerdesign
erfolgte mit der Software ,Primer3“ (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm;
12.03.2009 (82)). Um kontaminierende genomische DNA von spezifischen Amplifikaten
unterscheiden zu koénnen, wurden die Primer so gewahlt, dass sie um mindestens eine
Intronsequenz voneinander getrennt waren. Hergestellt wurden die Primer durch die
Firmen Eurogentech (Eurogentech, Seraing, Belgium) und Tib MolBiol (Tib MolBiol,
Berlin, Germany). Eine detaillierte Beschreibung der verwendeten Primer und der
primerspezifischen Reaktionsbedingungen findet sich in Tabelle 5 (murines System) und

Tabelle 6 (humanes System).
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Tabelle 5: Primer zur Verwendung bei der RT-PCR zum Nachweis zelltypspezifischer
Genexpression bei murinen Proben. Falls keine Literaturquelle angegeben ist wurden die

Primer im Rahmen der vorliegenden Arbeit etabliert.

GGG ATG AC

— Forward Primer (5°-3”) Annealing Lange Literatur /
Gen Zyklen Genbank N
< Reverse Primer (5°-3°) Temp. °C (bp) enbank Nr.
— ATG CCT TTG TGG
GAA CCT NM
aP2 58 30 333
o <« GCT TGT CAC CAT 024406
S CTCGTTTT
(5]
= — GCC TAA GTT TGA
= GTTTGC TGT G NM
= PPARy 58 36 226
(@) «~ TGT CAT CTT CTG 011146
g GAG CACCTT
(@)]
2 > CTG ACA GCC TTG
< o AGG ACG A NM
Adipsin 58 36 356
<~ AGA GCC CCA CGT 013459
AAC CACA
= — TCA CTC CAA TCG
2 . TCCCTACA AF
D Osteopontin 58 36 289
e <« TGC TCA AGT CTG 515708
% TGT GTT TCC
8 > GCA GGA GGG CAA
S ] TAA GGT AG X
> Osteocalcin 58 36 267
§ <« CAG GGC AGA GAG 04142
8 AGA GGA CA
— CGC AGG GAT AAA
GGACTG AA
= Aggrecan 58 35 220 (83)
= « GAT GAA GTA GCA
55 GGG GAT GG
(SN
o C
= g — ACG GTG GCT TCC
6 = ACT TCA
@) Kollagen Il 58 35 383 (84)
<« TAC ATC ATT GGA
GCC CTG GA
= — GGA AGG GCT CAT
= GACCACA ENSMUST
i) GAPDH 62 40 164
g «~ CCG TTC AGC TCT 00000073605
(7p]
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Tabelle 6: Primer zur Verwendung bei der RT-PCR zum Nachweis zelltypspezifischer
Genexpression bei humanen Proben. Falls keine Literaturquelle angegeben ist wurden die

Primer im Rahmen der vorliegenden Arbeit etabliert.

AGG GGA GAT TCAG

— Forward Primer (5°-3”) Annealing Lange Literatur /
Gen Zyklen Genbank N
< Reverse Primer (5°-3°) Temp. °C (op) enbank Nr.
— GCT TTG CCA CCA
GGA AAG TG
aP2 60 35 279 (85)
> « ATG ACG CAT TCC
S ACC ACC AG
(5]
= — AAA CTC TGG GAG
5 ATT CTCCT
£ PPARy 56 35 247 (85)
& « TCT TGT GAA TGG
2 AAT GTCTT
(@]
2 > AGA AAG GGG TGG
< AAA CAT AGG
C/EBP 58 35 685 (85)
< GAA AGC TGA GGG
CAA AGG
o — ACT GAT TTT CCC
S | ACGGACCT X
@ Osteopontin 58 40 199
N « CAT TCA ACT CCT 13694
2 CGCTTT CC
8 — CTC ACA CTC CTC
= ~ I GCCCTATT NM
> Osteocalcin 58 40 143
8 « CGC CTG GGT CTC 199173
3 TTC ACT AC
— GCA GAG ACG CAT
CTAGAAATT G
= Aggrecan 55 31 504 (86)
o < « GGT AAT TGC AGG
S5 GAA CAT CAT T
5%
S 2 —» AGG CTC CCA GAA
SE CAT CACCT
@) Kollagen Il 55 31 472 (86)
« ACA GTC TTG CCC
CACTTACC
- —» CCG CAT CTT CTT
= TTG CGT CGC ENSG
] GAPDH 55 30 1100
s < GCA ACT GTG AGG 00000111640
(%]
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2.14.2. RNA-Isolierung
Die Isolierung gewebespezifischer RNA erfolgte mit dem NucleoSpin® RNA 11 Isolation-
Kit (M&N, Diren, Germany).

Ldsungen:
NucleoSpin® RNA 1 Isolations-Kit:
Puffer RAL rDNase Reaktionspuffer
Puffer RA2 rDNase (RNase-frei, lyophilisiert)
Puffer RA3 NucleoSpin®Filter L
Puffer MDB NucleoSpin®RNA Saulen
H,O (RNase- ,DNase-frei) (Invitrogen, Paisley, U.K.)
70 % Ethanol a.d. (Roth, Karlsruhe, Germany)
[-Mercaptoethanol (Sigma, Muinchen, Germany)
Durchfihrung:

Die RNA-Aufreinigung erfolgte entsprechend den Empfehlungen des Herstellers (M&N,
Diren, Germany). Die fur die RNA Isolierung auf 6 cm Gewebekulturschalen
differenzierten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und im Anschluss mit 350 pl
Guanidinthiozyanat-haltigem RA1-Puffer sowie 3,5 pl B-Mercaptoethanol, lysiert und die
zelluldren RNasen denaturiert. Anschlielend wurde das Lysat unter Verwendung steriler,
RNase-freier Pipettierhilfen in ein EppendorfgefaR tberfiihrt und bei -80 °C eingefroren
oder umgehend der RNA-Isolation zugefuhrt. Zur Aufbereitung fir die RNA-Isolierung
wurde das Lysat tiber den NucleoSpin®Filter L dispensiert, mit 350 pl Ethanol a.d. (70 %)
versetzt und auf die NucleoSpin®RNA Saulen geladen. Uber die Membran der
NucleoSpin®RNA Saulen erfolgte die Aufreinigung der RNA-Probe. Verunreinigungen
durch an die Membran gebundene DNA wurden durch Inkubation mit RNase-freier
rDNase fiir 15 min entfernt. Die Zugabe von 200 pl RA2-Puffer beendete den rDNase-
Verdau. Waschschritte mit 600 pl und 250 pl RA3-Puffer fihrten zur Aufreinigung der an
die Membran gebundenen RNA. Diese wurde abschlieBend durch Zugabe von 50 pl
RNase-freiem H,O in ein RNase-freies Eppendorfgefal eluiert. Die Gesamt-RNA-

Konzentration wurde photometrisch bei 260 und 280 nm bestimmt.
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2.14.3. RT-Reaktion

Losungen:

10 mM dNTP-Mix (jel0 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP)  (Fermentas, St.Leon, Germany)
Oligo(dT)12.18-Primer (Invitrogen, Paisley, U.K.)
SuperScript® I Reverse Transcriptase (Invitrogen, Paisley, U.K.)

5 x First-Strand Buffer (Invitrogen, Paisley, U.K.)
0,1MDTT (Invitrogen, Paisley, U.K.)
H.O (RNase-, DNase-frei) (Invitrogen, Paisley, U.K.)
Durchfiihrung:

Es wurden 500 ng der isolierten RNA mit 1 pl Oligo(dT)-Primer versetzt und mit H,O
(RNase-, DNase-frei) auf ein Endvolumen von 12 pl eingestellt. Die an den Poly-A-
Schwanz der mRNA bindenden Primer (Oligo(dT)12.1s-Primer), ermdglichten es einer
RNA-abhangigen DNA-Polymerase (SuperScript® Il Reverse Transcriptase) einen cDNA-
Strang zu synthetisieren. Der Probenansatz wurde fur 10 min bei 70 °C inkubiert und
anschlieBend auf Eis gekihlt. Zu jedem RNA-RT-Template wurden 7 pl des RT-
Mastermix hinzugegeben. Der RT-Mastermix enthielt je Reaktion 4 pl 5 x First-Strand
Buffer, 2 ul 0,1 M DTT und 1 pl 10 mM dNTP Mix. Nach Inkubation bei 42 °C fir 2 min
wurde die SuperScript® I Reverse Transcriptase (1 pl je Reaktion) hinzupipettiert und die
RT fur 50 min bei 42 °C fortgesetzt. Eine abschlielende Inkubation fir 5 min bei 95 °C
inaktivierte das Enzym und stoppte die Reaktion. Die entstandene cDNA wurde bei -20 °C
eingefroren oder direkt anschlieBend in einer Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

vervielfaltigt.

2.14.4. PCR-Reaktion

Das Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) beruht auf der wiederkehrenden
Abfolge von DNA-Denaturierung (Abb. 6A), Anlagerung von sequenzspezifischen
Primern an die DNA (Annealing; Abb. 6B) und komplementarer Strangsynthese durch eine
thermostabile DNA-Polymerase (Elongation; Abb. 6C). Die wiederholte Abfolge dieses
Zyklus fuhrt zur exponentiellen Vervielféaltigung eines durch die sequenzspezifischen

Primer eingegrenzten Genfragments (Abb. 6D).
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Abbildung 6: Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR). Die Beschreibung der
einzelnen Schritte A-D erfolgt im Text.

Ldsungen:

2,5 mM dNTP Mix (je 10 mM dATP, dTTP, dCTP, dGTP) (Fermentas, St.Leon, Germany)

10 x Tag DNA-Polymerase Puffer (Fermentas, St.Leon, Germany)

Taq DNA-Polymerase (Fermentas, St.Leon, Germany)

25 mM MgCl, (Fermentas, St.Leon, Germany)

H.O (RNase-, DNase-frei) (Invitrogen, Paisley, U.K.)

10 uM (je Sense- und Antisense-Primer) (TMB, Berlin, Germany) &
(Eurogentech, Seraing, Belgium)

Durchfiihrung:

Die Verarbeitung der Proben erfolgte auf Eis. Es wurden 0,75 pl cDNA in ein
Eppendorfgefal gegeben und der Ansatz durch folgende Ldsungen vervollstandigt: 13,2 pl
H.O (RNase-, DNase-frei), 2,5 ul 10 x Tag DNA-Polymerase Puffer, 1,8 pl MgCl, 4 pl
dNTP Mix, je 1,25 pl Sense- und Antisense-Primer und 0,25 ul Tag DNA-Polymerase. Die
Proben wurden in den PCR-Thermocyler Uberfihrt, fir 2 min bei 95 °C erhitzt und
entsprechend der optimierten Anzahl von Zyklen (Tabelle 5 und 6) wurden folgende
Abschnitte wiederholt durchlaufen:

e 40 sec Denaturierung der Probe bei 95 °C
e 40 sec Annealing der Primer bei optimierter Temperatur
e 40 sec Elongation durch die Taq DNA-Polymerase bei 72 °C

Im Anschluss an den letzten Zyklus wurden die Proben 10 min bei 72 °C inkubiert. Nach
Abkuhlung auf 4 °C wurden die Proben bei -20 °C gelagert.
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2.145. Agarose-Gelelektrophorese und densitometrische Auswertung

Losungen:
Agarose-Gel (2 %)

Folgende Substanzen wurden in 1 x TBE gelost:

2 % (wWiv) Agarose (Roth, Karlsruhe, Germany)
0,7 ng/ml Ethidiumbromid (Roth, Karlsruhe, Germany)

Die Losung wurde bis zum Auflésen der Agarose in der Mikrowelle erhitzt, anschlieRend
auf 60 °C abgekuhlt, mit Ethidiumbromid versetzt und zum Polymerisieren in vorbereitete

Gelkammern gegeben. Diese enthielten Kémme fir die Aussparung der Probetaschen.

DNA Ladepuffer 5 x (steril)
Folgende Substanzen wurden in deionisiertem H,O geldst und anschlieRend steril filtriert:

15 % (w/v)  Ficoll (Sigma, Miinchen, Germany)
1 % (w/v) Bromphenolblau (Merck, Darmstadt, Germany)
4 M LiCl (Sigma, Miinchen, Germany)
500 mM EDTA (Biochrom, Berlin, Germany)

DNA-Leiter (1Kb)
20 pl 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen, Paisley, U.K.) wurde in 40 pl DNA-Ladepuffer und
140 pl deionisiertem H,O gelost.

Durchfiihrung:

Die Darstellung der PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe von 2 % Agarose-Gelen im
elektrischen Feld. Die Agarose-Gele wurden mit TBE tberschichtet. Es wurde je 7,5 pl
amplifizierte DNA mit 2,5 ul DNA-Ladepuffer in einem Eppendorfgefall gemischt und in
die Geltaschen gegeben. Ein DNA-Langenstandard (1 Kb DNA-Leiter) wurde zur
Darstellung des Molekulargewichtes der DNA-Fragmente in eine separate Geltasche
pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 80-100 V in horizontalem Lauf tGiber mindestens
45 min. Durch Einlagerung von Ethidiumbromid in die doppelstrdéngige DNA konnten die
PCR-Produkte unter Anregung mit UV-Licht sichtbar gemacht und fotografiert werden.
Die densitometrische Intensitatsvermessung und Auswertung der PCR-Fragmente erfolgte
mittels der Software Gel-Pro® Analyzer (MediaCybernetics, MA, USA) und ImageJ (NIH,
Bethesda, USA). Messwerte der gewebsspezifischen Genexpression wurden in Relation
zur Expression des internen Standards GAPDH gesetzt und der jeweils hochste

Expressionswert als 100 % gewertet. Alle weiteren Messungen wurden auf diesen
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Maximalwert bezogen, um die relative Genexpression darzustellen. Aqua dest. ohne RT-
Produkt wurde als Negativ-Kontrolle eingeschlossen. Als Positiv-Kontrolle wurde im

murinen System ein 17d p.c. alter Maus-Embryo verwendet.

2.15. Statistische Auswertung

Die Analyse der in dieser Arbeit erhobenen Daten erfolgte aus unabhangig von einander
durchgefuhrten Differenzierungsversuchen. Pro isolierte Zelllinie und Differenzierungs-
methode (Monolayer, MMB und MMS) wurden drei Versuche pro Versuchsgruppe (n=3)
durchgefuhrt. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms Sigma Plot
2000 (Systat, Erkrath, Germany). Die Berechnung der statistischen Signifikanzen wurde
mit Hilfe des Student’s t-Test durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1.  Isolation muriner Stamm-/ Progenitorzellen aus verschiedenen Gewebequellen
Die Isolate der murinen Stamm-/ Progenitorzellpopulationen aus Knochenmark (mBM),
perirenalem Fettgewebe (MPAT) und aus mediastinalem Bindegewebe (mMST) von
NMRI-Mausen zeigten nach ihrer Uberfiinrung in die Zellkultur eine typische
spindelférmige Morphologie (Abb. 7A-C). Jedoch zeigten 80 % der mBM-Zellisolate aus
Femur und Tibia (n=10) eine reduzierte Fahigkeit zur Adhérenz an Zellkulturoberflachen
sowie eine rasch stagnierende Proliferation. Diese mBM-Zellisolate konnten nicht
erfolgreich in eine stabile Zellkultur Uberfuhrt werden. Der in den Vorversuchen
verwendete Ficoll-Gradient verringerte diese Zellzahl nochmals, so dass auf eine
Anwendung in dieser Arbeit verzichtet wurde. 20 % der mBM-Stammzellpraparationen
zeigten allerdings nach zwei Wochen einen stabil proliferierenden, spindelférmigen
Zelltyp (Abb. 7A). Demgegeniiber demonstrierten mPAT- (n=10) und mMST-Isolate
(n=10) durchgehend stabile Zellkultureigenschaften. 100 % der Isolationen waren
erfolgreich und es konnten plastikadhérente Zellen gewonnen werden (Abb. 7B und C).
Eine optimale Zellkultivierung muriner mBM, mPAT und mMST-Isolate wurde nach
mehreren Vorversuchen durch eine standardisierte Plattierungsdichte von 1 x 10* Zellen
pro cm® sowie einer im Verlauf der Vorversuche erfolgten Optimierung der

Zellkulturmedien erreicht.
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Abbildung 7: Murine Stamm-/ Progenitorzellen aus Knochenmark (A, mBM), perirenalem
Fettgewebe (B, mPAT) und mediastinalem Bindegewebe (C, mMST) demonstrierten eine
Plastikadhdrenz und einen spindelférmigen Zelltyp (Farbung: Hamatoxylin (73)).
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3.2.  Charakterisierung muriner Stamm-/ Progenitorzellen aus verschiedenen
Gewebequellen.

3.2.1. Stamm-/ Progenitorzellen aus verschiedenen murinen Gewebequellen zeigen

vergleichbare Proliferationseigenschaften

Die Zellisolate der verschiedenen murinen Gewebequellen demonstrierten stabile
Proliferations- und Verdopplungseigenschaften in vitro (Abb. 8A, V-Faktor: mBM 1,5 x /
Tag; mPAT 1,9 x / Tag; mMST 1,5 x / Tag; siehe 2.7.1.). Die analysierten Zellisolate
wurden bis zu 15 x passagiert und zeigten auch nach Kryokonservierung keine Abnahme
der Proliferationseigenschaften. Murine BM, PAT und MST besal3en zudem eine stabile
Telomeraseaktivitat (Abb. 8B).
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Abbildung 8: mBM, mPAT und mMST zeigten stabile und vergleichbare Verdopplungs-
eigenschaften (A). Alle Zellisolate demonstrierten zudem eine stabile Telomeraseaktivitat
in der 15. Passage (B).

3.2.2. Stamm-/ Progenitorzellen aus verschiedenen murinen Gewebequellen zeigen

geringe Unterschiede in der Expression von Oberflachenmolekiilen

Die Charakterisierung der Expression von Oberflachenantigenen muriner Stamm-/
Progenitorzellen erfolgte mittels FACS-Analyse (2.7.3.). Die murinen BM-, PAT- und
MST-Isolate waren negativ fir die hadmatopoetischen Marker CD34 und CD45. Die
Oberflachenmarkermolekiile CD44, CD54, CD81, CD105 und CD166 wurden auf allen
murinen  Zellisolaten exprimiert. Es zeigten sich jedoch Unterschiede im
Expressionsmuster von CD29 (mMST-niedrig), CD49d (mMST-hoch), CD73 (mPAT-
hoch), CD106 (mPAT-hoch), CD140b (mMST-niedrig) und Oct % (mPAT-hoch).
Insgesamt ergab die FACS-Analyse fir mBM und mPAT das charakteristische

Expressionsmuster mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen. Die murinen mMST-Isolate
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zeigten nur eine geringe Expression von CD73 und waren negativ fr CD90, jedoch positiv
fur CD105 (Abb. 9).
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Abbildung 9: Oberflachencharakterisierung isolierter Stamm-/ Progenitorzellen mittels
Durchflusszytometrie. Unterschiede bzw. Gemeinsamkeiten in der Expression werden im
Text beschrieben. (Isotypkontrollen in weif3)
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3.2.3. Stamm-/ Progenitorzellen aus verschiedenen murinen Gewebequellen zeigen

eine erfolgreiche adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung

3.2.3.1. Etablierung einer standardisierten 3D-Kultivierung von Stamm-/ Progenitor-
zellen

Die klassische adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung adulter Stamm-/
Progenitorzellen erfolgt im Monolayer- (2.8.1.) bzw. MMB-System (2.8.2.). Diese
klassischen Differenzierungen erfordern jedoch bereits flir einen einfachen Screening-Test
der Differenzierung eine groRBe Zellzahl (1.482.000 Zellen; siehe Tabelle 1; Seite 22) und
damit eine lange Kultivierungszeit zur Generierung dieser Zellen. Ein Screening adulter
Stamm-/ Progenitorzellen im standardisierten MMS-System erfordert hingegen nur 1/7 der
im Monolayer und MMB eingesetzten Zellen (225.000 Zellen; siehe Tabelle 2; Seite 23).
Die MMS-Differenzierung ermdglicht daher bei geringerer Zellzahl und geringerem
Zeitaufwand eine effiziente Charakterisierung mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen in
vitro.

Nach der spezifischen Induktion (siehe 2.4.) der Zellisolate konnte fir alle
charakterisierten Stamm-/ Progenitorzellen eine erfolgreiche adipogene (Abb. 10),
osteogene (Abb. 11) und chondrogene (Abb. 12) Differenzierung nachgewiesen werden.
Im Vergleich zu den klassischen Differenzierungssystemen (Abb. 10A-C und Abb. 11A-C)
zeigten die im MMS-System differenzierten mBM-, mPAT- und MST-Isolate eine
homogenere Differenzierung sowie eine Zunahme der adipogenen (Abb. 10D-F) und

osteogenen (Abb. 11D-F) differenzierten Zellen pro Gesichtsfeld.

b

mMST

Monolayer

¥, o> “,'
] %gﬁ :
i &

e |
7P,
& e

Abbildung 10: Sudan Il1-Farbungen muriner Stamm-/ Progenitorzellen (25d). Die Zellen
zeigten nach spezifischer Induktion eine erfolgreiche adipogene Differenzierung im
Monolayer- (A-C) und MMS-System (D-F).
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Abbildung 11: Alkalische Phosphatase-Farbungen muriner Stamm-/ Progenitorzellen
(25d). Die Zellen zeigten nach spezifischer Induktion eine erfolgreiche osteogene
Differenzierung im Monolayer- (A-C) und MMS-System (D-F).

Nach Applikation chondrogener Induktionsmedien zeigten alle im klassischen MMB-
System differenzierten Stamm-/ Progenitorzellisolate nach 18 Tagen eine positive Farbung
fir AB (Abb. 12A-C). Dies bestétigte sich ebenso fur die im MMS-System differenzierten
Isolate (Abb. 12D-F). Eine chondrogene Differenzierung im Monolayer konnte hingegen

nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).

MMS

Abbildung 12: Alcianblau-Farbungen muriner Stamme-/ Progenitorzellen (25d). Die Zellen
zeigten nach spezifischer Induktion eine erfolgreiche chondrogene Differenzierung im
MMB- (A-C) und MMS-System (D-F).
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3.2.3.2. Die standardisierte 3D-Kultivierung via MMS ermoglicht eine effiziente
Differenzierung
Die adipogene Induktion von mBM-, mPAT- und mMST-Isolaten im Kklassischen
Monolayer-System resultierte in einer ber den Zeitverlauf von 25 Tagen zunehmenden
Akkumulation von Sudan Il positiven Lipidvakuolen (Abb.13 A mBM: p<0,05; B mPAT:
p<0,001; C mMST: p<0,001). In allen adipogen differenzierten MMS kam es ebenfalls
zu einer signifikanten Zunahme der Lipidspeicherung mit zunehmender Dif-
ferenzierungszeit (Abb.13 A mBM: p<0,05; B mPAT: p<0,001; C mMST: p<0,01).
Im MMS-System konnte zudem ein Verbesserung der adipogenen Differenzierung von
mBM-, mMST- und mPAT-Isolaten im Vergleich zur Monolayerdifferenzierung
nachgewiesen werden (Abb.13 A mBM (25d): p<0,05; B mPAT (25d): p<0,01; C mMST
(25d): p<0,05). Die adipogene MMS-Differenzierung resultierte in einer bis zu zweifach
héheren Anzahl lipidspeichernder Zellen im Vergleich zur konventionellen Monolayer-
differenzierung. Im MMS differenzierte mPAT-Isolate demonstrierten annahernd 80 %
Sudan 11 positive Zellen im Gegensatz zu in etwa 50 % positiven Zellen nach Abschluss
der mPAT-Monolayerdifferenzierung. Daruberhinaus zeigten im MMS-System
differenzierte mPAT-Isolate bereits vor Beginn der Induktion eine erhéhte Anzahl Sudan
Il positiver Adipozyten (Abb. 13 B mPAT (0d): p<0,05). Eine vergleichbare

Adipogenese ohne Induktion konnte im Monolayer-System nicht beobachtet werden.
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Abbildung 13: Vergleich der adipogenen Differenzierung im Monolayer- und MMS-
System. Die adipogene Induktion von mBM- (A), mPAT- (B) und mMST-Isolaten (C)
resultierte in einer Zunahme von Sudan I11-positiven Zellen mit Lipidvakuolen.
(*=p<0,05; x x=p<0,01; * *x *=p<0,001)
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Die osteogene Induktion von mBM-, mPAT- und mMST-Isolaten im klassischen
Monolayer-System resultierte in einer Uber den Zeitverlauf von 25 Tagen zunehmenden
Akkumulation von AP-positiven Zellen (Abb.14 A mBM: p<0,001; B mPAT: p<0,01; C
mMST (9d): p<0,01). Im Verlauf der osteogenen MMS-Differenzierung konnte ebenfalls
eine signifikante Zunahme der AP-Expression in allen Stamm-/ Progenitorzellen
nachgewiesen werden (Abb.14 A mBM: p<0,01; B mPAT: p<0,01; C mMST (9d):
p<0,05). Im MMS-System konnte dartiberhinaus ein Verbesserung der osteogenen
Differenzierung von mPAT- und mMST-Isolaten im Vergleich zur Monolayer-
differenzierung nachgewiesen werden (Abb.14 B mPAT (25d): p<0,05; C mMST (9d):
p<0,001). Die MMS-Kultivierung fiihrte ebenfalls zu einer Verbesserung der osteogenen
Differenzierung muriner BM-Isolate, die jedoch nicht signifikant war. Die mBM- und die
mMST-Isolate zeigten im MMS-System eine signifikant hohere Anzahl osteogen
differenzierter Zellen vor Beginn der osteogenen Induktion (Abb.14: A mBM (0d):
p<0,05; C mMST (0d) p<0,05). Die mMST-Isolate zeigten sowohl im Monolayer- als
auch im MMS-System im Verlauf der osteogen Differenzierung zunéchst eine Zunahme
der AP-positiven Zellen, wahrend spaterer Differenzierungsstadien allerdings eine
Abnahme der spezifischen AP-Farbung.
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Abbildung 14: Vergleich der osteogenen Differenzierung im Monolayer- und MMS-
System. Die osteogene Induktion von mBM- (A), mPAT- (B) und mMST-Isolaten (C)
resultierte in einer Zunahme alkalischer Phosphatase positiver Zellen.

(*=p<0,05; *x*=p<0,01; *x**k=p<0,001)

Die Applikation der chondrogenen Induktionsmedien resultierte sowohl im MMB-System
als auch im MMS-System in einer erfolgreichen chondrogenen Differenzierung. Dabei
kam es sowohl im MMB-System (Abb.15 A mBM: p<0,05; B mPAT: p<0,01; C mMST:

p<0,001) als auch im MMS-System (Abb.15 A mBM: p<0,01; B mPAT: p<0,05; C
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mMST: p<0,05) zu einer signifikanten Zunahme AB positiver Zellen iber den 25-tégigen

Differenzierungsverlauf. Bei der chondrogenen Differenzierung konnte zwischen MMB-
Suspensionskultur und MMS-Kultivierung kein signifikanter Unterschied beschrieben
werden. Eine eindeutige chondrogene Differenzierung vor Applikation der
Induktionsmedien konnte sowohl im 3D-MMB als auch im 3D-MMS nicht nachgewiesen
werden. Eine chondrogene Differenzierung im Monolayer wurde nicht nachgewiesen

(Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 15: Vergleich der chondrogenen Differenzierung im MMB- und MMS-System.
Die chondrogene Induktion von mBM- (A), mPAT- (B) und mMST-Isolaten (C) resultierte
in einer Zunahme Alcianblau-positiver Zellen.

(*=p<0,05; *x *=p<0,01; *x % *k=p<0,001)

3.2.4. Stammzellen aus verschiedenen Gewebequellen besitzen Unterschiede in ihrer

Differenzierungsfahigkeit

Die osteogene Differenzierung (Abb. 14) war am erfolgreichsten in den mBM-Kulturen.
Sie war im Monolayer im Vergleich zu den mPAT- und mMST-Isolaten signifikant erhoht
(Monolayer: mBM (25d): p< 0,001). Im MMS-System hingegen bestatigte sich dies nur im
Vergleich zu den mMST-Isolaten (MMS: mBM (25d): p<0,001). Die osteogene
Differenzierung der mPAT-Isolate nahm wahrend der Kultivierungszeit im MMS-System
zu, so dass am Tag 25 kein signifikanter Unterschied zwischen den mBM- und mPAT-
Isolaten hinsichtlich der osteogenen Differenzierung im MMS nachweisbar war.

Die adipogene Differenzierung (Abb. 13) der mPAT-Isolate war um das 2 bis 3-fache
ausgepragter als in den murinen BM- und MST-Isolaten. Murine PAT-Isolate
demonstrierten sowohl in der Monolayer- als auch in der MMS-Differenzierung eine
signifikant hohere Anzahl an adipogenen Zellen gegeniiber den mBM- und mMST-Isolaten
(Monolayer: mPAT (25d): p< 0,001; MMS: mPAT (25d): p< 0,001).
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Die murinen PAT-Isolate zeigten insgesamt die umfangreichsten Stamm-/ Progenitor-
zelleigenschaften. Neben stabilen Isolations- und Proliferationseigenschaften wurde eine
sehr gute adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierung dieser Zellen aus
Fettgewebe nachgewiesen.

Im Verlauf der chondrogenen Differenzierung (Abb. 15) konnten allerdings keine
eindeutig signifikanten Unterscheide der Differenzierungsfahigkeit der verschiedenen

Stamm-/ Progenitorzellen aus den unterschiedlichen Gewebequellen bestimmt werden.

3.3.  Gen- und Proteinexpression wahrend der klassischen Monolayer und MMB-
Differenzierung

3.3.1. Bestétigung der osteogenen Differenzierung im Monolayer-System auf Gen- und

Proteinexpressionsebene

Charakteristisch fur eine osteogene Differenzierung ist neben dem Nachweis von AP die
Expression der Markergene Osteopontin (OP) und Osteocalcin (OC) (87). Sowohl die
Expression von OP als auch OC konnte im Verlauf der osteogenen Differenzierung im
Monolayer-System mittels RT-PCR nachgewiesen werden (Abb. 16A). Eine signifikante
Zunahme der OC-Expression konnte im Verlauf der osteogenen Differenzierung der
mBM-Isolate detektiert werden (Abb. 16A mBM (9d): p<0,05). Die Expression des

osteogenen Markergens reflektiert dabei eine deutliche Zunahme an AP positiven Zellen in
den Kulturen (siehe Abb. 14). Mittels sekundérer Immunférbungen konnte aufRerdem die
Expression osteogener Markerproteine bestatigt werden. So konnten Bone Sialoprotein
(BSP) und OP im Verlauf der osteogenen Differenzierung aller murinen Stamm-/
Progenitorzellisolate dargestellt werden. Der Nachweis beider Proteine gelang erstmalig ab
dem 9. Tag und in allen Proben ab dem 18. Tag der osteogenen Differenzierung (Abb.
16B).
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Abbildung 16: Gen- und Proteinexpression im Verlauf der klassischen osteogenen
Monolayerdifferenzierung. OP und OC werden in allen Stamm-/ Progenitorzellisolaten
exprimiert (A). Immunférbungen (25d) zeigen die Expression von BSP und OP in mBM-,
MPAT- und mMST-Isolaten (B). Die Zellkerne sind mit DAPI (blau) dargestellt.

3.3.2. Bestatigung der adipogenen Differenzierung im Monolayer-System auf

Genexpressionsebene

Die adipogene Differenzierung muriner BM-, PAT-, und MST-Isolate resultierte in der
Expression spezifischer adipogener Gene (Abb. 17) wie dem peroxisome proliferation-
activated receptor y (PPARy; (88)), fatty acid-binding protein (FABP/aP2; (89)) sowie
Adipsin (90). Im Verlauf der adipogenen Monolayer-Differenzierung aller Zellisolate
wurde die Expression des Transkriptionsfaktor PPARy hochreguliert (Abb. 17 mPAT (9d):
p<0,05; mMST (9d): p<0,01). In den mBM-Isolaten war dies jedoch nicht signifikant.

Gleichzeitig kam es zu einer vermehrten Expression von aP2 (Abb. 17 mBM (18d):
p<0,01; mMST (9d): p<0,05). In den mPAT-Isolaten allerdings wurde aP2 durchgehend

auf hohem Niveau exprimiert. Adipsin, charakteristisch fur ausdifferenzierte Adipozyten,

konnte nach Abschluss der Differenzierung im Monolayer-System in allen Proben der
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adipogenen Differenzierung nachgewiesen werden (Abb. 17 mBM (9d): p<0,05; mPAT
(18d): p<0,01; mMST (25d): p< 0,001).
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Abbildung 17: Differentielle Genexpression im Verlauf der adipogenen Differenzierung
im klassischen Monolayer-System.

3.3.3. Bestatigung der chondrogenen Differenzierung im MMB-System auf Gen- und

Proteinexpressionsebene

Im Verlauf der chondrogenen MMB-Differenzierung konnte mittels RT-PCR-Analyse die
Expression der knorpelspezifischen Gene Aggrecan, Kollagen Typ Il sowie des
assoziierten Transkriptionsfaktors Sox9 (91) in allen murinen Stamm-/ Progenitorzellen
nachgewiesen werden (Abb. 18A). Die Analyse der mBM- und mPAT-Isolate
demonstrierte eine Hochregulation der Expression von Kollagen Typ 1l (Abb. 18A mBM
(18d): p<0,01; mPAT (25d): p<0,001) und Sox9 (Abb. 18A mBM (9d): p<0,05). Die
mMST-Isolate exprimierten Sox9 kontinuierlich wahrend des Differenzierungsverlaufs.
Zusammen mit der Expression von Kollagen Typ Il konnte nach Beginn der chondrogenen
Induktion eine Hochregulation der Expression von Aggrecan in allen murinen Stamm-/
Progenitorzellen nachgewiesen werden (Abb.18A mBM (25d): p<0,001; mPAT (25d):

p<0,001; mMST (18d): p<0,01). Am Ende der 25-tdgigen MMB-Differenzierung konnte

in allen Kulturen mittels sekundérer Immunférbung Kollagen Typ 11 und Kollagen Typ X
detektiert werden (Abb. 18B). Die Analyse der Protein-und Genexpression bestatigte somit

eine erfolgreiche Chondrogenese der murinen Stamme-/ Progenitorzellisolate im MMB.



Ergebnisse

A mBM mPAT mMST
GAPDH el G APDH ettt GAPDH e— > ——|

. e e
. e —— g
e —— e e

£ 100 100 | 100

E ‘ e

Z 80 80 1 i 80

£ 60 60 60

g 40 40 H 40

£ 20 201 2 20

=0 . 0 —— 0
0d 9d  18d 25d 0d 9d 18d 25d od od 18d 25d
Differenzierungszeit in Tagen (d) Differenzierungszeit in Tagen (d) Differenzierungszeit in Tagen (d)

--A- SOX9 --m- Aggrecan —e— Kollagen Typ Il

mBM mPAT mMST

Kollagen IT '0rm Kollagen IT 1%0km

Kollagen X '%hm Kollagen X '%hm

Abbildung 18: Gen- und Proteinexpression im Verlauf der klassischen chondrogenen
MMB-Differenzierung. In mBM-, mPAT- und mMST-Isolaten werden chondrogene
Markergene differentiell exprimiert (A). Mittels sekundéarer Immunfarbungen (25d) konnte
die Expression von Kollagen Typ Il und X nachgewiesen werden (B). Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) dargestellt. (DIC= Differential-Interferenz-Kontrast)
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3.4.  Gen- und Proteinexpression wahrend der standardisierten MMS-Kultivierung
3.4.1. Bestdtigung der osteogenen Differenzierung im MMS-System auf Gen- und

Proteinexpressionsebene

Mittels RT-PCR-Analyse konnte gezeigt werden, dass die osteogenen Markergene OP und
OC wihrend der osteogenen MMS-Differenzierung aller untersuchten Stamm-/
Progenitorzellisolate exprimiert wurden (Abb. 19A). Entsprechend der Zunahme AP
positiver Zellen (siehe Abb. 14), kam es in allen Stamm-/ Progenitorzellisolaten zu einer
Hochregulation der Expression von OC (Abb. 19A mPAT (9d): p<0,01; mMST (18d):

p<0,05), die jedoch in den mBM-Isolaten nicht signifikant war. Sekundére

Immunféarbungen bestatigten die Expression der osteogenen Markerproteine BSP und OP.
BSP und OP konnten ab dem 18. Tag der osteogenen MMS-Differenzierung in allen
murinen Stamm-/ Progenitorzellisolaten nachgewiesen werden (Abb. 19B).
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Abbildung 19: Gen- und Proteinexpression im Verlauf der osteogenen Differenzierung im
MMS-System. OP und OC werden in allen Stamm-/ Progenitorzellisolaten exprimiert (A).
Sekundére Immunféarbungen (25d) zeigen die Expression der Markermolekile BSP und OP
in allen osteogen induzierten MMS (B). Die Zellkerne wurden mit DAPI (blau) dargestellt.
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3.4.2. Bestatigung der adipogenen Differenzierung im MMS-System auf Genexpres-

sionsebene
Die adipogene MMS-Differenzierung fiihrte zu einer spezifischen Expression der
adipogenen Gene PPARy, FABP/aP2 und Adipsin (Abb. 20). Die Hochregulation der
Expression von PPARy in mBM- und mPAT-Isolaten wahrend der Differenzierung wurde

begleitet von einer Zunahme der Genexpression von aP2 (Abb. 20 mBM (9d): p<0,01;
mPAT (18d): p<0,05). Murine MST-Isolate zeigten ebenfalls eine Hochregulation der
aP2-Expression (Abb. 20 mMST (18d): p<0,05) sowie eine kontinuierliche Expression

von PPARy. Eine Zunahme der Expression von Adipsin konnte wéhrend der MMS-
Differenzierung in allen analysierten murinen Stamm-/ Progenitorzellen nachgewiesen
werden (Abb. 20 mBM (18d): p< 0,01; mPAT (9d): p<0,01; mMST (18d): p< 0,01).
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Abbildung 20: Differentielle Genexpression im Verlauf der adipogenen Differenzierung
im MMS-System.

3.43. Bestétigung der chondrogenen Differenzierung im MMS-System auf Gen- und

Proteinexpressionsebene

Entsprechend der Zunahme AB positiver Zellen im Verlauf der chondrogenen
Differenzierung im MMS-System (siehe Abb. 15), konnte mittels RT-PCR-Analyse
gezeigt werden, dass die chondrogenen Markergene Kollagen Typ Il, Aggrecan und der
Transkriptionsfaktor Sox9 in allen untersuchten Stamm-/ Progenitorzellisolaten exprimiert
wurden (Abb. 21). Murine PAT- und MST-Isolate zeigten eine konstant hohe Expression
von Sox9. In mBM-Isolaten kam es Uber den Verlauf der chondrogenen Differenzierung zu

einer zunehmenden Expression von Sox9 (Abb. 21 mBM (25d): p<0,05) und Aggrecan
(Abb. 21 mBM (25d): p<0,01). In mPAT-Isolaten wurde die Expression von Kollagen Typ

Il ebenso hochreguliert (Abb. 21 mPAT (9d): p<0,05) wie die Expression von Aggrecan
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(Abb. 21 mPAT (9d): p<0,001). Gegen Ende der chondrogenen Differenzierung muriner

PAT-Isolate nahm die Expression von Aggrecan und Kollagen Typ Il wieder ab. Murine
MST zeigten eine geringe Zunahme der Expression von Kollagen Typ Il und Aggrecan
uber den Differenzierungsverlauf, die jedoch nicht signifikant war. Die Analyse der
Differenzierung im MMS-System mittels sekundarer Immunfarbung und FISH war nach
25 Tagen in allen murinen Stamm-/ Progenitorzellisolaten positiv fiir Kollagen Typ 11 und
X sowie fir die assoziierten Transkriptionsfaktoren Sox5 und Sox6 (Abb. 22).
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Abbildung 21: Genexpression im Verlauf der chondrogenen Differenzierung im MMS-
System. In mBM-, mPAT- und mMST-Isolaten werden die chondrogenen Markergene
Kollagen Typ Il, Aggrecan und Sox9 differentiell exprimiert.
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Kollagen II Kollagen I1 Kollagen II
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Abbildung 22: Proteinexpression im Verlauf der chondrogenen Differenzierung im MMS-
System. Sekundare Immunféarbungen und die FISH-Analyse demonstrieren die Expression
von Kollagen Typ Il und X sowie der Knorpelzell-assoziierten Transkriptionsfaktoren
Sox5 und Sox6 am 25. Tag nach Induktion der Differenzierung in allen Stamm-/
Progenitorzellisolaten. Die Zellkerne sind mit DAPI (blau) dargestellt.
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3.5.  Nachweis Matrix-vermittelter Migration von Stamm-/ Progenitorzellen an den
Ort eines Gewebedefektes

3.5.1. Isolation humaner Stamm-/ Progenitorzellen aus einer in vivo zur Knorpel-

defektheilung verwendeten Kollagen I/111-Matrix

Im Verlauf der Behandlung eines Kniegelenkdefektes wurde der degenerierte Knorpel
entfernt und der subchondrale Knochen mikrofrakturiert. In den Defekt wurde eine
Kollagen I/l11l-Matrix eingebracht, die gleichmaRig durch das subchondrale Knochen-
marksblut infiltriert wurde (2.6.4.). Die Matrix wurde wieder entfernt und an die Grol3e des
Defekts angepasst. Die Uberschiissige Matrix wurde in PBS aufgenommen und zur
Stammzellisolation in Gewebekultur mit Kultivierungsmedium berfiihrt. Zwei Wochen
nach Kultivierungsbeginn konnten die ersten spindelférmigen, plastikadharenten Zellen

lichtmikroskopisch nachgewiesen werden.

35.2. Charakterisierung humaner Stamm-/ Progenitorzellen aus einer in vivo zur

Knorpeldefektheilung verwendeten Kollagen I/111-Matrix

Die isolierten Zellen zeigten ein stabiles Proliferationsverhalten im Verlauf der
Kultivierung. Es konnte ein taglicher Verdopplungsfaktor von 1,2 bestimmt werden (Abb.
23A). Mittels sekundérer Immunféarbung konnte die Expression des mesenchymalen
Stammzellmarkers STRO-1 durch die spindelférmigen Zellen gezeigt werden (Abb. 23B).
Zellen der ha@matopoetischen Linien sowie eine spontane Zelldifferenzierung konnten

morphologisch nicht beobachtet werden.
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Abbildung 23: Die humanen Stamm-/ Progenitorzellen demonstrierten ein stabiles
Proliferationsverhalten (A). Sie bildeten eine homogene Kultur spindelformiger Zellen, die
positiv fir STRO-1 war (B). Die Zellkerne sind mit DAPI (blau) dargestellt. Modifiziert
nach Kramer, Bohrnsen, et al., 2006 (22). (DIC= Differential-Interferenz-Kontrast)

Immunphénotypisch représentierten die humanen Stamm-/ Progenitorzellen eine zu tber

90 % homogene Zellpopulation, die in der durchflusszytometrischen Charakterisierung
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negativ fir CD34, CD45, CD106 sowie positiv fir CD29, CD44, CD54, CD73, CD105,
CD140b und CD166 war (Abb. 24).
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Abbildung 24: Immunphanotypische Oberflachencharakterisierung humaner Stamm-/
Progenitorzellen. Eine reprasentative durchflusszytometrische Analyse mehrerer
unabhéngiger Untersuchungen (n=3) ist dargestellt (Isotypkontrollen in grau). Modifiziert
nach Kramer, Bohrnsen, et al., 2006 (22).

Die adipogene und osteogene Differenzierung der humanen Stamm-/ Progenitorzellen
erfolgte im MMS-System, die chondrogene Differenzierung wurde im MMB-System
untersucht. Im undifferenzierten Zustand konnten in den Stamm-/ Progenitorzellisolaten
keine AP oder AB positiven Zellen sowie keine Sudan Ill positive Lipidfarbung
nachgewiesen werden (nicht gezeigt). Nach erfolgter adipogener Induktion konnten die
ersten Lipidvakuolen innerhalb von einer Woche durch Sudan Il Farbung nachgewiesen
werden (Abb. 25A). Die Anzahl Sudan Ill positiver Zellen nahm im Verlauf der
Differenzierung kontinuierlich zu. 18 Tage nach der Behandlung mit adipogenem
Induktionsmedium exprimierten die adipogen differenzierten Zellen PPARy, aP2 und
C/EBP, wie mittels RT-PCR-Analyse gezeigt werden konnte (Abb. 25B).
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Abbildung 25: Adipogen differenzierte humane Stamm-/ Progenitorzellen waren Sudan 111
positiv (A) und exprimierten die Gene PPARy, aP2 sowie C/EBP (B). GAPDH wurde als
interner Standard verwendet. Modifiziert nach Kramer, Bohrnsen, et al., 2006 (22).
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Im Verlauf der osteogenen Differenzierung konnte mittels histologischer Farbung eine
zunehmende AP-Expression nachgewiesen werden (Abb. 26A). Die sekundéare
Immunférbung zeigte nach 25 Tagen eine deutliche Expression von BSP in den mit
osteogenem Medium behandelten Kulturen (Abb. 26B). Die RT-PCR-Analyse ergab eine
basale Expression von OP der humanen Stamm-/ Progenitorzellisolate, die wahrend der
Differenzierung zunahm (Abb. 26C). Hingegen konnte im Verlauf der Differenzierung nur

wahrend spéterer Stadien eine Expression von OC nachgewiesen werden (Abb. 26C).
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Abbildung 26: In osteogen induzierten humanen Stamm-/ Progenitorzellisolaten konnten
AP (A) und BSP (B) positive Zellen sowie die Expression der Gene OP und OC (C)
nachgewiesen werden. GAPDH wurde als interner Standard verwendet. Die Zellkerne sind
mit DAPI (blau) dargestellt. Modifiziert nach Kramer, Béhrnsen, et al., 2006 (22).

Die Kultivierung humaner Stamm-/ Progenitorzellen via MMB ermdglichte eine
chondrogene Differenzierung der Zellisolate. Innerhalb der MMB konnte im Verlauf der
Differenzierung eine Zunahme an proteoglykanreicher Matrix durch AB-Féarbung
nachgewiesen werden (Abb. 27A). Die Expression von Kollagen Typ Il konnte mittels
sekundarer Immunfarbungen demonstriert werden (Abb. 27B). Die RT-PCR-Analyse
bestétigte die Expression von Kollagen Typ Il und Aggrecan in den MMB-Kulturen (Abb.
27C).
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Abbildung 27: Chondrogen differenzierte humane Stamm-/ Progenitorzellen waren positiv
fir AB (A) und Kollagen Typ I1 (B). Die Expression der Gene Aggrecan und Kollagen Typ
Il konnte mittels RT-PCR nachgewiesen werden (C). GAPDH wurde als interner Standard

verwendet. Die Zellkerne sind mit DAPI (blau) dargestellt. Modifiziert nach Kramer,
Bohrnsen, et al., 2006 (22).
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4. Diskussion

4.1. Charakterisierung adulter Stamm-/ Progenitorzellen

4.1.1. Die Heterogenitit des mesenchymalen Stammzellpools erschwert einen

standardisierten Vergleich

Die multidirektionalen Differenzierungseigenschaften adulter Stamm-/ Progenitorzellen
machen sie zu idealen Kandidaten der stammzellbasierten regenerativen Medizin. Heute
legen Forschungsergebnisse nahe, dass solche Zellen ubiquitér in vielen adulten Gewebe-
typen des Korpers vorkommen (23,33,35,92-94). Die in dieser Arbeit untersuchten
murinen Stamm-/  Progenitorzellen aus perirenalem Fettgewebe (MmPAT) und
mediastinalem Bindegewebe (mMST) beschreiben mdgliche neue Quellen adulter
Stammzellen.

Isolation, Kultivierung und Differenzierung mesenchymaler Stammzellen verschiedener
Spezies unterscheiden sich oftmals signifikant (20,21,36,37) und kdnnen zu heterogenen
Stammzellpopulation fuhren. So ist zum Beispiel bereits die Anzahl der ,,colony forming
units fibroblast“ unterschiedlicher Mausarten stark variabel (95). Darlberhinaus ist
anzunehmen, dass die Eigenschaften mesenchymaler Zellpopulationen durch die unter-
schiedlichen Isolations-, Kultivierungs-, und Differenzierungsbedingungen beeinflusst
werden konnen (26). Es ist daher erforderlich eine genaue Nomenklatur sowie minimale
Kriterien fir den heterogenen Pool der mesenchymalen Stamm-/ Progenitorzellen zu
definieren (3,25).

4.1.2. Die erfolgreiche Etablierung von Stamm-/ Progenitorzellen wird durch exogene

Faktoren beeinflusst

Die Zellisolation via Plastikadhédrenz resultiert in einer heterogenen Population adulter
Stamm-/ Progenitorzellen (18,95-97). Die Selektion, Qualitat und Quantitat von Stamm-/
Progenitorzellisolaten ist zudem abh&ngig von der Spezies (68,95) und dem spezifischen
Isolationsgewebe (98-100). Um eine Vergleichbarkeit der untersuchten Zellisolate zu
gewadhrleisten, wurden daher in der vorliegenden Arbeit bei der Etablierung der MMS-
Methode nur NMRI-Mduse zur Stammzellisolation verwendet. Bei der Isolation von MSC
aus murinem Knochenmark konnten jedoch nur 20 % der Isolate stabil in Kultur tberfiihrt
werden. Die Isolation von Zellen aus murinem perirenalen Fettgewebe bzw. mediastinalen
Bindegewebe war in 100 % erfolgreich. Die Proliferationseigenschaften von Stamm-/

Progenitorzellisolaten werden zudem durch unterschiedliche Plattierungsdichten von 5-100
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Zellen pro cm? (68,101) bis 2-4 x 10° Zellen pro cm? (95) beeinflusst (102,103). In dieser
Arbeit wurden daher die Kultivierungsbedingungen optimiert und die Plattierungsdichte
auf 1 x 10* Zellen/cm? standardisiert. Unter diesen Bedingungen zeigten die Isolate stabile,
vergleichbare Proliferations- und Verdopplungseigenschaften, die mittels des V-Faktors
bestimmt wurden. Eine Abnahme des zellularen Wachstums durch die zellbiologische
Alterung ist bei humanen MSC beschrieben (104-107), konnte jedoch im Verlauf der
Kultivierung muriner MSC-Isolate nicht nachgewiesen werden. Eine zeitabhangige
Regressionen der Telomeraseaktivitat in vitro (108) konnte auch nach langerer

Kultivierung von mPAT, mMST und mBM (Passage 15) nicht bestatigt werden.

4.1.3. Die FACS-Analyse allein genligt nicht zur Identifikation von mesenchymalen

Stamm-/ Progenitorzellen

Die phénotypische Charakterisierung von Stamm-/ Progenitorzellen erfolgt durch die
Analyse der Expression spezifischer Oberflachenmarkermolekiile (19,109-112). Im
Verlauf der in vitro-Kultivierung kann es jedoch zu Abweichungen der Oberflachen-
expression kommen (26,109,112). Um eine Vergleichbarkeit zu erméglichen, wurden in
der vorliegenden Arbeit die durchflusszytometrischen Analysen in der 4. Passage
durchgefuhrt. Als Charakteristikum fir MSC gilt die positive Expression der
Oberflachenmarker CD105, CD73, CD90 sowie eine negative Expression der
hamatogenen Oberflachenmarker CD34 und CDA45 (3). Die hier analysierten murinen
Stamm-/ Progenitorzellisolate waren negativ flr die Oberflachenmarkermolekiile CD34
und CD45 und exprimierten keine Oberflachencharakteristika hamatopoetischer
Stammzellen. Sie waren weiterhin positiv fir CD44, CD54, CD81, CD105, CD166. Es
konnten jedoch Unterschiede in der Oberflachenexpression der analysierten murinen
Zellisolate festgestellt werden. Die mMST-Isolate zeigten keine Expression der
Oberflachenmarker CD29, CD73, CD90 und CD140b, wéhrend diese auf mBM- und
mPAT-Isolaten nachgewiesen werden konnten. Da die Expression von CD73 und CD90
als Minimalkriterium zur Charakterisierung von MSC gefordert wird (3), ist es
phanotypisch nicht moglich die mMST-Isolate eindeutig als MSC zu charakterisieren.

Die uneinheitliche Expression der Markermolekile CD90, CD49d und CD106 durch
unterschiedliche Spezies ist allerdings Gegenstand wissenschaftlicher Diskussionen
(19,24,109,111,113,114). Daruberhinaus konnen die fir humane MSC geforderten
Minimalkriterien (3) nicht unmittelbar auf andere Spezies U(bertragen werden. Die

heterogene Expression von Oberflachenmarkermolekiilen macht deutlich, dass neben der
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FACS-Analyse weitere Untersuchungen zur exakten Charakterisierung von MSC
notwendig sind (3,26,68,112). Zusatzlich belegen neuere Daten, dass mesenchymale
Stamm-/  Progenitorzellen nicht anhand der durchflusszytometrischen Analyse
herkdommlicher Oberflichenmarkermolekiile von Fibroblasten unterschieden werden
konnen (26). Daher wurde in den Mindestkriterien zur Identifikation von MSC der
Nachweis der osteogenen, adipogenen und chondrogenen Differenzierung gefordert (3).
Allerdings wurden in neueren Arbeiten auch funktionelle Gemeinsamkeiten zwischen
mesenchymalen Stammzellpopulationen und Kulturen primérer Fibroblasten herausgestellt
(115,116). Gemeinsamkeiten der Isolationstechnik via Adhdrenz der Zellen an
Plastikkulturmaterialien bedingen dabei, dass immer Mischpopulationen gewonnen
werden. Die unterschiedliche Haufigkeit von Stammzellen in verschiedenen Geweben

beeinflusst so die scheinbare Differenzierungsfahigkeit der einzelnen Populationen.

4.1.4. Murine PAT-Isolate mit hoOherer Differenzierungskapazitdt zeigen eine

Expression von Oct %

Das regulatorische Gen Oct ¥ wurde nur von mPAT-Isolaten exprimiert. Es spielt im
Rahmen der pluripotenten embryonalen Stammzellentwicklung und Differenzierung eine
besondere Rolle (117). Aktuelle Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Expression
von Oct % nicht ausschlieBlich pluripotenten Stammzellen vorbehalten ist und zunehmend
in adulten Geweben nachgewiesen werden kann (118). Die Expression von Oct % kdnnte
ein Indikator fir einen hohen Anteil multipotenter Stamm-/ Progenitorzellen in
heterogenen Isolaten mit hoher Differenzierungskapazitat darstellen (33). Die mPAT-
Isolate exprimieren neben Oct % auch die fir MSC charakteristischen Markermolekiile
CD29, CD73, CD90 und CD140b und zeigen somit die groRte Ubereinstimmung mit MSC
in der Oberflachencharakterisierung aller in dieser Arbeit untersuchten Stamm-/

Progenitorzellisolate.

4.1.5. Die Differenzierung im Monolayer und MMB erfordert eine hohe Anzahl von

Stamm-/ Progenitorzellen

Eine exakte Charakterisierung von MSC in vitro ist eine notwendige Voraussetzung fr
den sicheren therapeutischen Einsatz von MSC in vivo (3,26). Wie bereits oben dargelegt,
ist hierbei der Nachweis der Differenzierungsfahigkeit das entscheidende Kriterium zur
Identifikation von MSC (3). Die adipogene und osteogene Differenzierung von MSC

erfolgt Uberwiegend in Monolayerkulturen (35-38). Eine chondrogene Differenzierung im
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Monolayer war nicht erfolgreich (eigene nicht gezeigte Resultate; (60,61)). Johnstone et al.
beschrieben die chondrogene Differenzierung von Stamm-/ Progenitorzellen in einem 3D-
MMB-Model, das es den Zellen ermdglichte, eine kompakte Struktur zu bilden (69).
Mdochte man MSC im klassischen Monolayer bzw. MMB exakt charakterisieren, ist jedoch
eine lange in vitro-Kultivierung zur Gewinnung ausreichend hoher Zellzahlen erforderlich
(siehe Tabelle 1; Seite 22). Dies verlangert zum einen den Zeitraum bis zur
Differenzierung und Charakterisierung und verzdgert zum anderen einen mdglichen
therapeutischen Einsatz der MSC in vivo. Zudem besteht die Moglichkeit, dass sich der
Immunphénotyp und das genetische Profil der MSC sowie ihre Differenzierungsfahigkeit

bei andauernder in vitro-Kultivierung verandern (3,26).

4.1.6. Die Optimierung der Differenzierung von Stamm-/ Progenitorzellen im MMS

ermdglicht eine schnellere Charakterisierung mesenchymaler Stamm-/ Pro-

genitorzellen in vitro

Eine optimierte Charakterisierung von MSC sollte bei geringerer Zellzahl und damit
verkurzter Kultivierungszeit eine zumindest gleichwertige Differenzierung ermdglichen. In
dieser Arbeit wurde die Mesenchymale MicroSphare (MMS) als standardisierte Methode
der 3D-in vitro-Differenzierung etabliert. Das MMS-System ermdglichte eine optimierte
Differenzierung und Charakterisierung von MSC unter Verwendung einer bis zu 7-fach
geringeren Zellzahl im Vergleich zu klassischen Protokollen (siehe Tabelle 1 und 2; Seite
22 und 23). Die MMS-Kultivierung verbesserte die adipogene Differenzierung muriner
PAT-, MST- und BM-Isolate und optimierte auRerdem die osteogene Differenzierung der
murinen Stamm-/ Progenitorzellen im Vergleich zur klassischen Monolayerdifferen-
zierung. Darlberhinaus konnte im Verlauf der osteogenen sowie der adipogenen MMS-
Differenzierung eine signifikante Differenzierung der mBM-, mPAT- und mMST-Isolate
bereits vor Applikation der Induktionsmedien beschrieben werden. Zusammengefasst stellt
die Charakterisierung von Stamm-/ Progenitorzellen unter Verwendung des MMS-Model-
systems damit eine standardisierte Alternative zu den herkdmmlichen Differenzierungs-
verfahren dar. Dabei bietet das neu etablierte MMS-System folgende Vorteile:
o Standardisierte Vergleichbarkeit der Differenzierung von MSC unterschiedlicher
Gewebequellen
o Effizientere und kostenginstigere Charakterisierung von MSC durch Verwendung
geringerer Zellzahlen und damit eine verkdirzte in vitro-Kultivierung vor potentiellem

medizinischen Einsatz der Zellen in vivo.
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4.2.  Matrix-vermittelte Migration mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen in
einen Gewebedefekt

4.2.1. Knorpeldefekte zeigen eine limitierte Regenerationskapazitét

Gelenkknorpelverletzungen haben nur eine begrenzte Mdglichkeit zur Regeneration. Eine
Defektheilung zeigt sich erst bei ausgedehnten L&sionen, die bis in die subchondrale Zone
des Knochens reichen. Es kommt zum Ersatz des degenerierten hyalinen Gelenkknorpels
durch Faserknorpel. Dieser erflllt nur eingeschrankt die Belastungsanspriiche des
Gelenkes und neigt zur Abnutzung und Degeneration (42). Durch die Methode der
Mikrofrakturierung wird versucht die subchondrale Zone fiir den Regenerationsprozess des
Knorpels zu nutzen (49,52,119). Die Eigenschaften des so regenerierten Knorpels bleiben
jedoch hinter denen des Ursprungsgewebes zuriick (120,121). Dennoch gibt es Grund zu
der Annahme, dass die Aktivierung von Stamm-/ Progenitorzellen des subchondralen
Knochens die Reparatur von Knorpeldefekten verbessern konnte (122). In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass humane mesenchymale Stamm-/ Progenitorzellen des
Knochenmarks, nach erfolgter Mikrofrakturierung des subchondralen Knochens entlang

der Leitstruktur einer Kollagen I/111-Matrix in einen Knorpeldefekt migrieren (22).

4.2.2. Die Stamm-/ Progenitorzellen aus einer in vivo zur Knorpeldefektheilung ver-

wendeten Matrix zeigen Charakteristika humaner mesenchymaler Stammzellen

Prof. Dr. Behrens (Klinik fir Chirurgie des Stutz- und Bewegungsapparates, Sektion fiir
Orthopédie, Leitung: Prof. Dr. Russlies; Universitdt zu Liibeck) entwickelte eine Methode
zur Therapie von Knorpeldefekten (64), bei der das subchondrale Knochenmark durch
Mikrofrakturierung er6ffnet wird und eine Kollagen I/l11l-Matrix als Tragermaterial fur
Knochenmarkszellen dient. Die funktionelle Hypothese dieser als ,,Autologe Matrix-
Induzierte Chondrogenese* (AMIC) bezeichneten Methode ist, dass mit dem
Knochenmarkblut Reparatur-vermittelnde MSC an den Ort der Ldasion gelangen. Die
Migration der MSC wird dabei zum einen durch die schwammartige Sogwirkung der
Matrix und zum anderen durch die Verwendung von autologem Serum begunstigt. Im
Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit konnte ein Proof-of-concept dieser Methode
auf zellulérer Ebene erarbeitet werden.

Bereits zwei Wochen nach Uberfithren der Kollagen 1/111-Matrix in die Zellkultur, konnten
plastikadhérente Kolonien spindelférmiger Zellen in vitro nachgewiesen werden. Diese
Zellen zeigten eine gute Proliferationskapazitat tber mehrere Passagen in vitro und stellten

durchflusszytometrisch eine homogene Zellpopulation dar. Die humanen, aus der Kollagen
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I/111-Matrix isolierten Stamm-/ Progenitorzellen waren negativ fir die hadmatogenen
Markermolekiile CD34 und CD45 und exprimierten somit keine
Oberflachencharakteristika hamatopoetischer Zellen (3). Sie waren weiterhin positiv flr
CD29, CD44, CD54, CD73 CD105, CD166 sowie fir zwei zur Anreicherung humaner
MSC genutzten Oberflachenantigene (STRO-1 (29,30,123) und CD140 (31)). Um eine
zeitsparende in vitro-Charakterisierung zu ermdglichen, erfolgte die adipogene und
osteogene Differenzierung der aus der Matrix isolierten Stamm-/ Progenitorzellen im
MMS-System. Die chondrogene Differenzierung erfolgte im klassischen MMB-Modell.
Mittels histochemischer Farbungen, sekundéarer Immunfluoreszenz und RT-PCR konnte
die Fahigkeit zur Differenzierung in Knorpel-, Knochen- und Fettzellen nachgewiesen

werden.

4.2.3. Die matrix-vermittelte Migration von Stamm-/ Progenitorzellen an den Ort des

Gewebedefekts ermdglicht eine direkte Anwendung adulter Stammzellen in vivo

Die Proliferation und Differenzierung mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen wird
durch extrazellulare Kollagengeruste beeinflusst (124-127). Kollagen I-Matrices ermdg-
lichen eine verbesserte Migration von Progenitorzellen aus dem subchondralen Knochen in
den Knorpeldefekt (128). Die in dieser Arbeit verwendete AMIC-Methode (64)
ermdglichte nach Mikrofrakturierung des subchondralen Knochens und Einbringen einer
Kollagen I/111-Matrix die Migration von MSC an den Ort eines Knorpeldefektes. Die
Kollagen I/l11I-Matrix wurde mit einem partiell autologen Fibrinkleber fest in den Defekt
eingebracht. Eine Traumatisierung des umliegenden Gewebes durch Fixationsnahte, die
die Regeneration negativ beeinflussen kénnten (129), wurde vermieden. Die AMIC-
Methode verursachte keinen Schaden an vitalem Knorpel und konnte in einem
Operationsschritt angewendet werden. Sie war dadurch zeitsparender und risikoarmer flr
den Patienten, da keine wiederholte oder verldngerte Anasthesie notwendig war. Die
Gewinnung von autologen Chondrozyten zur Geweberegeneration erfordert hingegen
einen ersten operativen Eingriff zur Exzision von gesundem Gewebe (57), das in vitro
expandiert und in einer zweiten Operation reimplantiert werden muss. Bei der Expansion
der Primdrzellen in vitro verlieren diese jedoch rasch ihre funktionalen Eigenschaften und
zeigen eine zunehmende Dedifferenzierung (58). Es resultiert meist eine limitierte Anzahl
transplantierbarer Primérzellen und ein oftmals eingeschranktes Regenerationspotential des
Implantats. In dieser Arbeit konnte die Hypothese bestétigt werden, dass die Stimulation

des Knochenmarks durch Perforation des subchondralen Knochens in Kombination mit
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einer Kollagen I/111-Matrix zu einer Migration von mesenchymalen Stammzellen an den
Ort eines Knorpelgewebedefektes fihren kann. Eine aufwandige und kostenintensive in
vitro-Expansion von autologen Stamm-/ Progenitorzellen, gefolgt von einer fir den
Patienten belastenden Reimplantation der Stammzellen, kdnnte damit in Zukunft nicht
langer notwendig sein.

Sollte eine in vitro-Kultivierung und Charakterisierung von MSC jedoch unumgénglich
sein, ermoglicht das ebenfalls in der vorliegenden Promotionsarbeit etablierte MMS-
System eine optimierte und rasche in vitro-Charakterisierung der Spenderzellen damit

diese ohne Zeitverlust in vivo zur Anwendung kommen koénnen.

4.3.  Zukunftige Stammzellapplikationen und Anwendungen

Die Analyse von 3D-Differenzierungsmodellen und die Kombination adulter
Stammzelltherapie mit matrix-gerichteter Defektheilung ermdéglichen in Zukunft vielleicht
neue Stammzellapplikationen auf dem Gebiet der regenerativen Medizin. Das 3D-MMS-
Differenzierungsmodel erlaubt eine verbesserte und zeitsparende Differenzierung sowie
Charakterisierung mesenchymaler Stamm-/ Progenitorzellen in vitro. Die Zellen wirden
somit schneller fir in vivo-Studien zur Verfligung stehen. Eine Kultivierung von MSC in
einem 3D-Zellverband bietet zudem die Mdglichkeit der in vitro-Analyse von Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktionen. Es wurden bereits mehrere Faktoren identifiziert, welche
die Proliferation und Differenzierung von MSC beeinflussen kénnen. Dazu gehoéren z.B.
N-Cadherin, Integrin-al, -a5 (CD49¢), -p1 (CD29), VCAMI1 (CD106) und weitere
extrazellulare Matrixproteine ebenso wie Transkriptionsfaktoren (32,130,131). So spielt
z.B. der Oberflaichenmarker CD44 eine Rolle bei der Interaktion zwischen MSC und
hamatopoetischen Stamm-/ Progenitorzellen (130,132). Ein besseres Verstandnis dieser
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen unter Verwendung des MMS-Systems konnte es
vielleicht in Zukunft ermdglichen, gezielt die Migration von Stamm-/ Progenitorzellen zu
verbessern und die Zellen in vivo an den Ort eines Gewebedefektes zu leiten. Eine
zeitaufwendige in vitro-Kultivierung und Differenzierung mesenchymaler Stamm-/
Progenitorzellen konnte auf diese Weise vermieden werden. Die in dieser Arbeit
beschriebene AMIC-Methode sowie die Bestatigung der zugrundeliegenden zelluldren
Hypothese sind ein Beispiel fir eine solche direkte stammzellvermittelte Defektheilung.
Aktuell befassen sich mehr als 50 Studien mit der Anwendung mesenchymaler Stamm-/
Progenitorzellen in der regenerativen Medizin (http://www.clinicaltrials.gov, 12.03.2009).

Dazu gehoren unter anderem die Regeneration von Knorpeldefekten (Phase I/11 Study of
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Chondrogen Delivered by Intra-Articular Injection Following Meniscectomy, UCLA, Los
Angeles, CA, USA), die Anwendung von MSC im Bereich der Kardiochirurgie
(Prospective Randomized Study of Mesenchymal Stem Cell Therapy in Patients
Undergoing Cardiac Surgery (PROMETHEUS), National Heart, Lung, and Blood Institute
(NHLBI), Johns Hopkins University, MD, USA) sowie der Einsatz von mesenchymalen
Stamm-/ Progenitorzellen zur Therapie von GVHD (Mesenchymal Stem Cell Infusion as
Prevention for Graft Rejection and Graft-Versus-Host Disease, Universitat Liege, Belgien).
Die Ergebnisse dieser und zukinftiger klinischer Studien werden zeigen, ob die
Hoffnungen, die in stammzellbasierte Therapien gesetzt werden, tatsachlich gerechtfertigt
sind.
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5. Zusammenfassung

Eine sichere Anwendung von mesenchymalen Stamm-/ Progenitorzellen (MSC) in der
regenerativen Medizin erfordert zuvor eine genaue Charakterisierung dieser Zellen anhand
definierter Kriterien: Erstens (1) die Plastikadh&renz von MSC, zweitens (2) die positive
Expression der Oberflachenmarkermolekiile CD105, CD73 und CD90 sowie eine negative
Expression der hamatogenen Markermolekiile CD34 und CD45 und drittens (3) die erfolg-
reiche Differenzierung von MSC in Knorpel-, Knochen- und Fettzellen.

Die klassische osteogene, adipogene und chondrogene in vitro-Differenzierung von MSC
ist sehr zeit- und kostenintensiv und erfordert eine grof3e Anzahl an Stammzellen. Dadurch
kdénnen weniger Zellen fur eine medizinische Anwendung genutzt werden bzw. vor der
Applikation muss eine zeitaufwendige Vermehrung der Zellen in vitro durchgefihrt
werden.

Das in dieser Arbeit etablierte System der Differenzierung von MSC via Mesenchymale
MikroSpharen (MMS) bendtigt nur in etwa 1/7 der in den klassischen Differenzierungs-
protokollen eingesetzten Zellen. Dariberhinaus wird durch das MMS-System eine
standardisierte Differenzierung von MSC in vitro ermdéglicht. Um die Verwendbarkeit des
MMS-Systems zu demonstrieren, wurden plastikadhdrente Zellen aus murinem
Knochenmark sowie aus neuen Stammzellquellen, dem murinen perirenalen Fettgewebe
und dem murinen mediastinalen Bindegewebe, isoliert. Diese Zellen wurden mittels
Durchflusszytometrie, Proliferationsanalyse und Differenzierung in Knorpel-, Knochen-
und Fettzellen charakterisiert. Hierbei konnte auch im Vergleich zu Kklassischen
Differenzierungsprotokollen eine  effiziente  Differenzierung im  MMS-System
nachgewiesen werden.

In vivo sind Stammzellen an Reparaturprozessen von Gewebedefekten nach Trauma oder
Krankheit beteiligt. Die Vermittlung der direkten Einwanderung dieser Zellen an den Ort
einer Lasion im Korper wére die optimale Losung, um eine artifizielle und zeitaufwendige
in vitro-Kultivierung zu vermeiden. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass humane
MSC des subchondralen Knochenmarkes, entlang einer bei der operativen
Mikrofrakturierung verwendeten Kollagen I/I11-Matrix, an den Ort der Defektheilung
gefuhrt werden. Sie kdnnen so zu einer direkten in vivo-Reparatur des Gewebedefektes
beitragen. Die aus der Matrix isolierten humanen MSC wurden in vitro anhand ihrer
Proliferationseigenschaften, der Expression von Oberflaichenmarkermolekilen und der

Differenzierung in Knorpel-, Knochen- und Fettzellen charakterisiert.
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Die Analyse der Genexpression mittels Fluoreszenz in situ-Hybridisierung und semi-
quantitativer RT-PCR sowie der Proteinexpression mittels histochemischer Farbungen und

sekundarer Immunfluoreszenz wurde jeweils zum Nachweis einer erfolgreichen

Differenzierung verwendet.
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