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1. Einleitung

1.1 Stammzellen in Klinik und Forschung

Die Stammzelle ist eine Zelle, die gemaly Definition sowohl zu Selbsterhalt als auch zu
Differenzierung fahig ist. Die Selbsterneuerung erfolgt durch mitotische Teilung in identische
Tochterzellen und die Differenzierung ist, wenn erst begonnen, nicht reversibel. Das Stadium
der Progenitor- oder Vorlauferzelle wird von einer Zelle als Vorstufe zur differenzierten Zelle
durchlaufen. Dabei nimmt das Differenzierungspotential einer Zelle mit fortschreitender
Spezialisierung ab. Die Existenz der Stammzelle und die damit einhergehenden
Moglichkeiten sind in der Naturwissenschaft und Medizin der heutigen Zeit ein viel
diskutiertes Thema. Sie wecken naturwissenschaftliche Interessen, kommerzielle
Uberlegungen, ethische Diskussionen und nicht zuletzt medizinische Hoffnungen. Mehr als
99.000 wissenschaftliche Artikel wurden alleine in den letzten zehn Jahren zum Thema

“Stammzelle” publiziert .

Allogene (verwandte oder nicht verwandte) Transplantationen mit adulten Stamm- und
Vorlauferzellen, zum Beispiel aus Knochenmark (KM) und Nabelschnurblut (NSB), zur
Behandlung von Leukdmien sind mittlerweile anerkannte und etablierte Methoden 2. Im
Fokus der biomedizinischen Stammzellforschung steht zurzeit die Untersuchung weiterer
Einsatzmdglichkeiten von Stammzellen. Ein méglicher Bereich ist die regenerative Medizin .
Dabei ist die klinische Anwendung der Stamm- und Vorlauferzellen das Ziel der
Grundlagenforschung (,from Bench to Bedside®). Das regenerative Potential der
verschiedenen Stamm- und Vorlduferzellen aufzuklaren, ist eine wichtige Voraussetzung fur
deren moglichen therapeutischen Einsatz in der Unterstitzung der Geweberegeneration.
Wie realistisch embryonale, adulte oder neonatale Stammzellen an das jeweilige

Therapieziel heranfiihren kénnen, wird die Forschung in Zukunft zeigen *.

Eine weitere Einsatzmdglichkeit von Stamm- und Progenitorzellen ist ihre Nutzung als
Modellsystem. Sie dienen dabei der Erforschung von molekularen Mechanismen wahrend
der Embryogenese, im adulten Organismus oder bei der Entstehung von Krankheiten. Sie
kénnen kultiviert und analysiert werden, um Erkenntnisse Uber die Rolle verschiedener Gene
beziehungsweise Proteine bei Entwicklungsprozessen zu erlangen und ermoglichen eine
gezielte Analyse ausgewahlter Einzelaspekte. Die Forschung an entwicklungsbiologischen
Vorlauferzellen aus einer kontrollierten Stammzelldifferenzierung gibt Aufschluss Uber

mogliche, der Differenzierung zugrundeliegende Ablaufe.
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Weiterhin koénnen kultivierte Stamm- und Vorlduferzellen verwendet werden, um die
pharmakologische und toxikologische Wirkung verschiedener Medikamente, Hormone oder
Toxine in vitro zu untersuchen. Dies ist vor allem flr das humane System von Interesse, da
Tierversuche die menschliche Physiologie nur eingeschrankt widerspiegeln und
Modellsysteme mit humanen Zellen die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den
menschlichen Organismus erhéhen kdnnten. Der Ansatz in vitro kultivierte Stamm- und
Vorlauferzellen als Modellsystem flr die Grundlagenforschung zu verwenden, birgt jedoch
auch Probleme. Potentielle Erkenntnisse kdnnten auf Kulturartefakte zurick zu fihren sein.
Folglich besteht die Herausforderung darin, die Zellen in einer, der physiologische

Umgebung angenaherten Situation zu kultivieren.

Zellen stehen in permanentem Austausch mit ihrer Umgebung und registrieren dabei
unzahlige Parameter, wie beispielsweise den lokalen Sauerstoffgehalt. Im menschlichen
Korper variiert die Sauerstoffkonzentration abhangig davon, wie stark das Gewebe von
BlutgefaBen durchzogen ist. Menschliche Zellen sind unter naturlichen Bedingungen
durchschnittlich 2-9% Sauerstoff ausgesetzt. Fur das Lungenparenchym sind Werte bis zu
14% O, beschrieben, im Herz 5% O, und einige Bereiche des Knochenmarks sind mit 1% O,
nahezu anoxisch °°. Der Sauerstoffgehalt in der Nabelschnurvene betragt zwischen
4,5-6% 0, "'

Aus NSB oder KM gewonnene humane Vorlauferzellen werden Ublicherweise bei 37 °C mit
21% O, und 5% CO, Kkultiviert, obwohl das nicht der Sauerstoffkonzentration des
Ursprungsgewebes entspricht. Unter dem Gesichtspunkt, dass Stamm- und Vorlauferzellen,
die im Bereich der regenerativen Medizin eingesetzt werden sollen, aus sauerstoffarmen
Geweben isoliert und nach ausreichender Expansion oder Differenzierung in Kultur wieder in
mehr oder weniger sauerstoffarmes Gewebe zurlickgefihrt werden sollen, ist die
zwischenzeitliche Kultivierung unter physiologischen Bedingungen sinnvoll. Auch bei der
Nutzung von Stamm- und Vorlduferzellen als Modellsystem sollten diese Uberlegungen
berlcksichtig werden, um in Kultur kiinstlich erzeugte Phdnomene zu minimieren. Flr einige
Stamm- und Vorlauferzellen konnte bereits eine Verbesserung der Generierungsfrequenz,
der Proliferation und der Expression von Stammzellmarkern durch Kultivierung unter

physiologischen Bedingungen gezeigt werden '#°.
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1.1.1 Pluripotente Stammzellen

Pluripotente Stammzellen kénnen in Zelltypen aller Gewebe und Organe, mit Ausnahme des
extraembryonalen Gewebes, differenzieren. Zu den pluripotenten Stammzellen gehdéren die
embryonalen Stammzellen und die induziert pluripotenten Stammzellen. Embryonale
Stammzellen (ES-Zellen) werden aus der inneren Zellmasse von Embryonen gewonnen. Es
wurde gezeigt, dass die Zellen nach langerer Zeit in Kultur Veranderungen im Erbgut
aufweisen '"'®. VVersuche, embryonale Stammzellen zu transplantieren, fiihrten bislang stets

zur Tumorbildung %,

Im zweiten Erfahrungsbericht der Bundesregierung Uber die
Durchfihrung des Stammzellgesetzes steht: ,Transplantate fiir den klinischen Einsatz am
Menschen dirfen keine undifferenzierten humanen ES-Zellen mehr enthalten, da diese

« 23

Tumore bilden kénnen®“". Daruber hinaus ist der Einsatz von humanen embryonalen

Stammzellen ethisch umstritten.

Im Jahr 2006 gelang es den japanischen Forschern Yamanaka und Takahashi, murine
Fibroblasten in Zellen umzuwandeln, die Eigenschaften von embryonalen Stammzellen
aufweisen. Ein Jahr spater wurde das Verfahren auch auf humane adulte Fibroblasten

2428 7Zellen, die auf diese Art kiinstlich embryonale Stammzelleigenschaften

Ubertragen
wiedererlangen, werden als induzierte pluripotente Stammzellen (iPS-Zellen) bezeichnet. Ob
iPS-Zellen zukinftig therapeutisch nutzbar sind, ist aufgrund der bisher beobachteten
Bildung von Teratomen (Tumore mit Organkomponenten bestehend aus Zellen aller drei
Keimblatter) und genetischer Instabilitat der Zellen nach Reprogrammierung fraglich 2°3°.

3132 und die

Auch die geringe Reprogrammierungsfrequenz der bisherigen Methoden
Neigung von humanen iPS-Zellen in Kultur spontan zu differenzieren, spricht gegen eine
baldige Anwendung im klinischen Umfeld. Ihre Verwendung als Modellsystem findet bereits
statt. Sie dienen als in vitro Modell, um pathologische Mechanismen bei der
Krankheitsentstehung zu untersuchen und neue beteiligte Molekule zu identifizieren und

kénnen so zur Entwicklung neuer Behandlungen beitragen **%.
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1.1.2 Adulte Stammzellen

Zu den adulten Stammzellen gehoren beispielsweise aus dem Knochenmark gewonnene
hamatopoetische Stammzellen (HSC), die die Fahigkeit haben, sich in alle Blutzelltypen
entwickeln zu koénnen und demgemafll multipotent sind. Nabelschnurblut als Quelle
hamatopoetischer Stammzellen wird seit Uber 20 Jahren sehr erfolgreich zur Behandlung

von bésartigen Erkrankungen des blutbildenden und lymphatischen Systems eingesetzt 6.

Neben den hamatopoetischen Stammzellen sind auch adulte, nicht-hamatopoetische,
multipotente, mesenchymale Stromazellen (MSC) im Knochenmark und Nabelschnurblut

39,40

vorhanden Das Konzept der MSC stammt urspringlich aus Studien zum

41-44
k

Differenzierungspotential von Zellen aus dem Knochenmar und wird heute auch auf

Stromazellen anderer Gewebe (Fettgewebe, peripheres Blut, Nabelschnurblut etc.)

45-49

Ubertragen . Die Definitionskriterien des Begriffs ,MSC*“ werden aufgrund der vielen

beschriebenen MSC-Quellen derzeit kritisch diskutiert *°

. The International Society for
Cellular Therapy definierte 2006 Plastikadharenz in Zellkultur, die Expression der
Oberflachenmarker CD105, CD73 und CD90 und die fehlende Expression von HLA-DR und
hamatopoetischen und endothelialen Oberflichenmarkern, wie CD45, CD34, CD14 oder
CD11b, CD79alpha oder CD19 sowie adipogenes, osteogenes und chondrogenes

Differenzierungspotential in vitro als essentielle Eigenschaften von MSC °'.

Im Jahr 2000 wurden den  Knochenmark-MSC  ahnliche Zellen MLC
(mesenchymal-like cells), spater auch mesenchymal progenitor cells (MPC) in NSB
identifiziert *°. Die unrestringierten somatischen Stammzellen (USSC) wurden 2004 im
Institut fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika des Universitatsklinikums der
Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf in Nabelschnurblut nachgewiesen und beschrieben 2.
Cord  blood-derived mesenchymal stromal cells (CB-MSC) und USSC sind
nicht-hdmatopoetische Zellpopulationen, welche im NSB nur in einer sehr geringen Zahl
vertreten sind, in vitro jedoch auf bis zu 1*10° Zellen in 4 - 5 Passagen vermehrt werden
kénnen °°. USSC und CB-MSC werden aus der Fraktion der mononukledren Zellen des
Nabelschnurblutes generiert und sind an Plastik adharent wachsende, neonatale,

multipotente Stromazellen 5*%°.
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Die Unterscheidung der Stromazellen in zwei Populationen findet ex vivo anhand des
adipogenen Differenzierungspotentials und der Expression des Gens deltfa-like 1 homolog
(DLK1) statt, die invers zueinander korrelieren **. USSC verfiigen in vitro iiber ein hohes

osteogenes und hepatogenes Differenzierungspotential >

, sind jedoch nicht zur adipogenen
Differenzierung fahig. CB-MSC sind durch ihre Fahigkeit zur adipogenen, osteogenen und
chondrogenen Differenzierung und damit einhergehender geringer bis nicht detektierbarer

DLK1 Expression in vitro charakterisiert.

Aufgrund ihrer neonatalen Herkunft proliferieren die Zellen gut, obwohl sie keine
Eigenschaften von embryonalen Stammzellen aufweisen. Im Vergleich zu embryonalen
Stammzellen konnte kein OCT4, NANOG oder SOX2 in Stamm- oder Vorlauferzellen aus
NSB detektiert werden °’. Es wurden bis heute bei in vitro und in vivo Untersuchungen keine
tumordsen Entartungen beobachtet 2. Ein stabiler Karyotyp (iber lange Zeitrdume der
in vitro Kultivierung wurde sowohl fiir MSC aus KM als auch aus NSB beschrieben **®°. Da
die Gewinnung von Nabelschnurblut unproblematisch und risikoarm ist, ist es im Vergleich

zum Knochenmark eine unbedenkliche Alternative als Quelle von MSC °.

Humane MSC sind fir die therapeutische Regeneration skelettaler Gewebe
vielversprechende Zellen, da sie ein gro3es Proliferationspotential sowie die Fahigkeit zur
chondrogenen und osteogenen Differenzierung besitzen. Der klinische Einsatz dieser Zellen
erfordert die vorhergehende, intensive Erforschung der Zellen in vitro und in Tiermodellen
in vivo, um potentielle Risiken flr Patienten zu beseitigen. Auch die Verwendung der Zellen
als Modellsystem findet statt. HSC und MSC aus KM werden genutzt, um die Interaktionen
von adulten Stammzellen mit ihrer Nische naher zu untersuchen, flr in vitro-Modelle zur
Erforschung molekularer Krankheitsmechanismen und in in vitro-Differenzierungsmodellen.
Diese Stamm- und Vorlauferzellen finden ebenfalls Verwendung in der pharmazeutischen

Medikamentenentwicklung, bei Substanztestungen und Wirkstoffscreenings.
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1.2 Genexpression in der embryonalen Entwicklung und Differenzierung

Die interzellulare Kommunikation, welche so entscheidende Prozesse wie Morphogenese,
Proliferation und Differenzierung im Embryo reguliert, wird von etwa einem halben Dutzend
grundlegender Signalwege - dem Tgf-B/ Bmp-, dem Rezeptor-Tyrosinkinase-, dem
Kernrezeptor, dem Jak/ Stat-, dem Notch- und nicht zuletzt dem Hedgehog- und dem
Wnt-Signalweg — kontrolliert °*. Jeder dieser Signalwege ist wiederholt wahrend der frithen
Embryonalentwicklung, aber auch bei der Genese aller Organe aktiv. Dabei kommt dem
Zusammenspiel aller, sowie der Aktivierung und Repression einzelner Signalwege eine

entscheidende Rolle zu.

Medizinisch haben die genannten Signalwege eine besondere Bedeutung erlangt, da die
Fehlregulationen jedes einzelnen im adulten Organismus zur Entstehung verschiedener
Krankheiten, wie Krebs, fihren kann oder wahrend der Embryonalentwicklung bereits
letal ist %, Viele dieser Signalwege sind in homologer Art in verschiedenen Organismen
vertreten. Dabei zeigt sich eine Zunahme der Komplexitat von einfacheren Organismen zu
den Vertebraten. Erfolgreiche Embryogenese erfordert eine Vielzahl an streng kontrolliert
und zeitlich koordiniert ablaufenden Prozessen. Zellen miissen gemal ihrer Position im sich
entwickelnden Embryo spezifische Signale erhalten, die ihr Zellschicksal determinieren. Die
Einteilung Uber identitdtenzuweisende Gene verschafft Ubergeordnete Struktur und ist

gleichermalden Bestandteil der Embryonalentwicklung vieler Organismen.
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1.2.1 Homeobox-Gene

Die 1978 durch E.B. Lewis °° erstmalig in Drosophila beschriebene Familie der
Homeobox-Gene (Hox-Gene) konnte in den darauffolgenden Jahren in vielen weiteren

073 Hox-Gene kodieren

eukaryotischen  Organismen nachgewiesen  werden
Transkriptionsfaktoren, die eine stark konservierte Proteindomane, die Homeodomane
gemeinsam haben "*. Die aus 60 Aminosduren bestehende Domane ist funktioneller Teil
jedes Hox-Proteins, der durch Anlagerung an proteinkodierende DNA-Sequenzen die

Transkription aktiviert oder unterdriickt "°.

Saugetiere

anterior
HoxA » |3 | 1 5 H 8| o | (\
HoxB »- KR |5 6| 8 \

A
HoxC = (5 H 6| L9 | é{;

HoxD »—lill—{= {4 ERH o ool N vz -

posterior

Abb.1: Hox-Gene in Saugetieren. Die 39 Gene der 4 Cluster Hox A, B, C und D von Saugetieren
sind schematisch dargestellt. Paraloge Hox-Gene liegen in der Abbildung senkrecht zueinander. Die
Teilabbildung rechts zeigt schematisch die rdumlich- kollneare Verteilung der Genexpression im
murinen Embryo. Abbildung in Anlehnung an Swalla et al.”

Im humanen System sind 39 HOX-Gene beschrieben, die in vier Gruppen/ Cluster

(HoxA - HoxD) zusammengefasst werden (Abb.1) 7’

Vermutlich gingen die vier in
Saugetieren vorhandenen Gruppen aus zwei Genomduplikationen wahrend der Evolution
hervor "%, Mit nur wenigen Ausnahmen werden Hox-Gene kolinear zur Kérperachse von
anterior zu posterior und zeitlich aufeinanderfolgend exprimiert, wobei solche, die ndher am
3'-Ende liegen zeitlich und lokal friiher in der Entwicklung exprimiert werden als solche am
5-Ende (Raumliche Kolinearitat) (Abb.1) 2°. Paraloge Hox-Gene weisen eine hohe
Redundanz auf, so dass einige Mutationen erst phanotypisch in Erscheinung treten, wenn
das Hox-Gen in allen vier Clustern inaktiviert ist '. Anderen Krankheitsbildern liegt nur eine

einzige Mutation zugrunde, die nicht von Paralogen ausgeglichen wird .
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Die zeitliche und raumliche Abfolge der Hox-Genexpression ist mallgeblich an der
Achsenfestlegung, aber auch der Entwicklung der Extremitaten wahrend der Embryogenese
beteiligt und ist somit von essentieller Bedeutung fiir die Entwicklung eines Lebewesens .
Es wird eine Vielzahl von potentiellen Zielgenen der Hox-Gene als Transkriptionsfaktoren
vermutet 3. Ektopische Expression eines Hox-Genes kann schwerwiegende Missbildungen
bis hin zum Identitatstausch ganzer Koérpersegmente zur Folge haben (Homootische

Mutation) ®° und ist im Allgemeinen letal.

1.2.2 Wnt-Signalwege

Traditionell wird der Wnt-Signalweg in einen kanonischen-, Uber B-Catenin vermittelten
Signalweg und mehrere nicht kanonische Signalwege unterteilt. Die Signalwege sind nach
ihren Liganden, den Wnt-Proteinen, benannt. “Wnt‘ ist ein Akronym aus den
Anfangsbuchstaben des Wingless-Proteins der Fruchtfliege Drosophila melanogaster und
des homologen murinen Protoonkogens Int-1. Wnt-Proteine sind Cystein-reiche, sezernierte
Glykoproteine. Die posttranslationale Palmitoylierung der Proteine ist wichtig fir ihre

85,86

Funktion Bei der Palmitoylierung werden posttranslational Fettsauregruppen zur

Modifikation von Cysteinresten in Proteinen genutzt.

Es wurden bislang 19 humane WNT-Proteine identifiziert (vergl. Wnt-Homepage ¥). Eine
Einteilung der Wnt-Gene in kanonische und nicht kanonische ® Gene ist mittlerweile veraltet,
da auch urspringlich als nicht kanonisch definierte Wnt-Proteine bei der Bindung an einen
entsprechenden Rezeptor eine Akkumulation von p-Catenin hervorrufen kdnnen. Es kommt

auf die Kombination von Rezeptor, Ko-Rezeptor und Wnt-Protein an °.

Whnt-Proteine interagieren im kanonischem wie auch in den nicht kanonischen
Whnt-Signalwegen mit mehreren (Ko-)Rezeptoren, um verschiedene Signale auszuldsen.
Dazu zahlen transmembrane Rezeptoren der Frizzled Familie *°, low density lipoprotein

91

receptor-related Proteine 5 und 6 (Lrp5 und Lrp6) °', receptor tyrosine kinase-like orphan

receptor 2 (Ror2) % und receptor-like tyrosine kinase (Ryk) %?. Die Interaktion geht teilweise
P P 47 y

auch mit der Endozytose der Oberflachenrezeptoren einher 9.

Nicht kanonische = Wnt-Signalwege sind beispielsweise der Kkalziumabhangige
Wnt/ Kalzium-Signalweg oder der planare Zellpolaritatssignalweg 8. Der
Whnt/ Kalzium-Signalweg steht in Verbindung mit der Aktivierung der nemo-like kinase (NIk),
die Uber Phosphorylierung der Tcf Transkriptonsfaktoren den kanonischen Wnt-Signalweg

inhibieren kann %.
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Die Forschung steht erst am Anfang der Entschlisselung weiterer nicht kanonischer
Signalwege, welche Uber Wnt-Proteine aktiviert werden. Der am besten untersuchte, Uber
Whnt-Proteine aktivierte Signalweg ist der B-Catenin-abhangige, kanonische Signalweg, der

im Folgenden naher erlautert wird.
Antagonists
4] i | P
LRP5/6 LRP5/6 ] [Rels
Frizzled Frizzled d

@ B-catenin
EEe®
Pr%me

B-catenin

0°20

i S — — — — — — o

-~ ( ) ) — EDAS ~ o’
7 f-catenin \ J/ =

/ icHl \ / TCF @ \

’ Wnt responsive gene \ ’ Wnt responsive gene \

Abb.2: Kanonischer Wnt-Signalweg. Abbildung A: Aktiver kanonischer Wnt-Signalweg. Abbildung B:
Ohne Wnt-Signale wird p-Catenin im Zytosol phosphoryliert, ubiquitiniert und abgebaut. Antagonisten
verhindern die Initiierung des Signalweges (Kasten). Abbildung modifiziert nach MacDonald et al. 100,

Die Aktivierung des kanonischen Wnt/ B-Catenin-Signalweges findet Uber die Bindung eines
Whnt-Proteins an einen Rezeptorkomplex aus dem Transmembranprotein Frizzled (Fzd) und
den low density lipoprotein receptor-related Proteinen 5 oder 6 (Lrp5 oder Lrp6) statt '°'"'%
(Abb.2 A). Die Bindung des Wnt-Proteins an den Rezeptor flhrt zur intrazellularen
Inhibierung des Komplexes, der fur die Initierung des Abbauprozesses von -Catenin im
Zytosol verantwortlich ist "2 Infolgedessen kommt es zur Anreicherung von B-Catenin im
Zytosol. B-Catenin gelangt in den Zellkern, wo es an die Transkriptionsfaktoren der Gruppe
T-Cell factor und Iymphoid-enhancer binding factor (Tcf/ Lefl) bindet und so die

Zielgenexpression des Wnt/ B-Catenin-Signalweges reguliert "'*'"°,

Eine Hemmung des Wnt-Signalweges kann auf viele Arten geschehen und das
Zusammenspiel von aktivem und gehemmtem kanonischen Wnt-Signalweg ist, auch im
Zusammenspiel mit anderen Signalen, an fundamentalen Entwicklungsprozessen

t 90113116121 " Ohne Wnt-Proteine die an Frizzled binden, wird B-Catenin im Zytosol

beteilig
phosphoryliert, ubiquitiniert und abgebaut '?>. Es findet keine Zielgenexpression

statt (Abb.2 B).
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123124 secreted Frizzled-related proteins

Antagonisten wie Whnt inhibitory factor 1 (Wif1)
(sfrp) "% oder Dickkopf-related proteins (Dkk) '#"'?® binden freie Wnt-Proteine respektive
Teile des Rezeptorkomplexes und verhindern auf diese Weise die Initiierung des
Signalweges, auch wenn Whnt-Proteine zur Verfigung stehen (Abb.2 B Kasten). Da sie
extrazellular die Bindung von Wnt an den Rezeptorkomplex verhindern, beeinflussen Wif1
und sfrp1-5 auch die nicht kanonischen Signalwege wahrend Dkk1 an den Ko-Rezeptor

Lrp5/6 bindet, seine Internalisation unterstiitzt '*°

und somit nur Signalwege beeinflusst, fur
deren Aktivierung Lrp5/6 zur Verfligung stehen muss '*°. Nkd71 ist ein Zielgen des
Wnt-Signalweges und agiert intrazellulér als negativer Feedback-Regulator *'. Es bindet Dvl
und verhindert die Akkumulation von B-Catenin im Zellkern 233 XCtBP bindet im
Krallenfrosch (Xenopus laevis) als Ko-Repressor an Mitglieder der Family of T-cell factors

(Tcf) und inhibiert das Ablesen der Zielgene "*.

Der Wnt-Signalweg und die Hox-Gene sind sehr frih in der Evolution entstanden und ihre
starke Konservierung unterstreicht ihre Wichtigkeit. Die beteiligten Gene sind in der
fortwdhrenden Aufrechterhaltung und Erneuerung von beanspruchten Geweben des adulten
Organismus von entscheidender Bedeutung. Das Gleichgewicht zwischen Stammzellerhalt
und Differenzierung in Geweben, wie dem Darmepithel oder dem hamatopoetischen System,
ist essentiell fir einen gesunden Organismus "™ Uber die Kontrolle der
Zielgenexpression kann der Wnt-Signalweg die Proliferation und Differenzierung regulieren
und ist somit auch flr adulte Stamm- und Vorlauferzellen bei der Entscheidung Uber das
Zellschicksal von groRBer Bedeutung. Wnt- und Hox-Gene sind ebenfalls elementare
Faktoren wahrend der Embryogenese. Die Entwicklung der Gliedmalen in Wirbeltieren
beispielsweise ist ein komplexer Prozess, der auf dem Zusammenspiel verschiedener
Signalwege, Proteine und Gene, einschliellich des Wnt-Signalweges und den Hox-Genen,

beruht .
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1.3 Knorpel- und Knochenbildung

Alle Vertebraten nutzten Knorpel- und Knochengewebe als Grundlage fir ihr inneres
Stltzgewebe - das Skelett. Zellen, die wahrend der humanen Embryogenese das Skelett
bilden, sind verschiedenen Ursprungs. Zellen des paraxialen Mesoderms bilden mit Zellen
des Notochord Strukturen des axialen Skeletts, ectodermale Zellen der Neuralleiste bilden
Schadelstrukturen. Zellen des Seitenplattenmesoderms sind an beiden genannten
Prozessen beteiligt und bilden zudem Strukturen der Extremitaten '2'*®. Die Knochenbildung
(Ossifikation) selbst kann auf verschiedene Arten erfolgen. Sie findet entweder durch direkte
Verknoécherung (desmal) oder indirekt durch den Ersatz von zuvor gebildetem knorpligem

Gewebe durch Knochen (chondral) statt '*.

Zu den desmal gebildeten Strukturen zahlen zum Beispiel der Schadelknochen sowie das
Schlisselbein. Die Uberwiegende Mehrzahl der Knochen, wie die Knochen des axialen

Skeletts und der Extremitaten, werden durch chondrale Ossifikation gebildet ™.

©

@ @ Knorpelbildun @

Proliferation und Differenzierung zu p . Vaskularisierung und Ossifikation
Kondensation der MSC Chondroprogenitorzellen au(s:aﬂ:'f:‘:e;’r;zv!;rrl‘:er Matrixmineralisa tion

Abb.3: Ablauf der chondralen Ossifikation wahrend der Entwicklung von Réhrenknochen. Die

unterschiedlichen Stadien der Chondrogenese sind schematisch dargestellt. Abbildung in Anlehnung
an Goldring et al. "*°

- | (.

a D

In der Embryonalentwicklung lasst sich die Skelettogenese in finf Abschnitte unterteilen: die
Proliferation und Kondensation der mesenchymalen Stromazellen (1), deren Differenzierung
zu Chondroprogenitorzellen (2), die Proliferation und Differenzierung der Chondrozyten Uber
pra-hypertrophe und hypertrophe Chondrozyten zu ausdifferenzierten Chondrozyten (3), die
Einwanderung von Zellen zur Vaskularisierung des Gewebes sowie die Matrixmineralisation
(4) und abschlieRend die Bildung von Knochengewebe (5). Dabei wird das gebildete
Knorpelgewebe mit Hilfe von Chondroklasten und Osteoblasten durch Knochen ersetzt
(Abb.3).
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Wichtige mesenchymale Zelltypen die an der Knorpel- und Knochenbildung beteiligt sind,
sind Chondroblasten, die die Komponenten der extrazellulare Matrix (EZM) des Knorpels
bilden und zu Chondrozyten differenzieren sowie Osteoblasten, die Komponenten der
Knochenmatrix (Osteoid) an die Umgebung abgeben und zu Osteozyten differenzieren. Die
Knorpelmatrix besteht hauptsachlich aus Proteoglykanen, wie Aggrecan (Acan) und
kollagenen Fasern (Kollagen Il). Die Knochenmatrix ist ebenfalls vorwiegend aus Kollagenen
(Kollagen 1) und zudem aus Proteoglykanen, Bone Sialoprotein (BSP), Osteonectin,
Osteopontin und Osteocalcin (OC) zusammengesetzt. Chondroklasten sind zum Abbau der
verkalkten Knorpelgrundsubstanz fahig, Osteoklasten sind die Gegenspieler der

knochenbildenden Zelltypen und zum Abbau von Knochen- und Knorpelgewebe fahig .

@ @ @ @ ®

Knorpelbildung

9

Proliferation und Differenzierung zu . : Vaskularisierung und Ossifikation
ausdifferenzierter
Kondensation der MSC Chondroprogenitorzellen Chondrozyten Matrixmineralisation
Tafp Sox8 Pthlh Whniga
m Sox8 m Igf Fosl2 R-catenin

Hox Fgf2
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Mesenchym im Gebief der
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Wisp1, Dkk1, Dkk2, WiF1, sfrp2, sfrp3  Wisp1, Dkk1, Dkk3, Wif1, sfrp3

Abb.4: Chronologisch-schematische Ubersicht der an der chondralen Ossifikation beteiligten
Faktoren. Die Genexpressionszeitraume einiger Faktoren in verschiedenen Stadien der
Differenzierung sind dargestellt. Abbildung modifiziert nach Goldring et al. "*° und Witte et al. ™*°.

Zu Beginn der Skelettentwicklung migrieren mesenchymale Stromazellen (MSC) an die Orte
der spateren Knochenstrukturen und durchlaufen dort die flinf Abschnitte der
Skelettogenese. Abbildung 4 zeigt diese funf Differenzierungsstadien, unterlegt mit

Expressionszeiten einzelner Gene, auf die im Folgenden genauer eingegangen wird.
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Die Kondensation der MSC wird durch verschiedene Faktoren, wie transforming growth
factor beta (Tgf-B), initiiert, die unter anderem Fibronectin und neural cadherin (N-cadherin)
hochregulieren kénnen. Voraussetzung flr die Kondensation sind spezifische Zell-Zell und
Zell-Matrix Interaktionen, die (iber Zelladhdsionsmolekiile vermittelt werden '*''*". Es kommt
zur Ausbildung eines dichteren, kompakten Zellverbands ™8  Ein  wichtiger

Transkriptionsfaktor fur die chondrogene Differenzierung ist Sry-box 9 (Sox9).

Sox9 ist einer der ersten Marker, der von kondensierenden MSC vor und wahrend der
Chondrogenese exprimiert wird und seine Expression korreliert bei In-situ-Hybridisierung an
Mausembryonen auffallig mit der von Kollagen Il einem Hauptbestandteil der
Knorpelmatrix '*°. Frilhe Bestandteile der extrazelluldren Matrix, wie das cartilage
oligomeric protein (Comp), interagieren mit Adhadsionsmolekllen und aktivieren eine
interzellulare Signaltransduktion, welche zur Reifung der Chondroprogenitorzellen zu
Chondrozyten fiihrt ™.

Insulin like growth factor 1 (Igf1) begunstigt die Umwandlung von mesenchymalen
Stromazellen zu Chondroblasten und erhdht die Synthese von Proteoglykanen und
Kollagenen "*'%'. Kondensierte Chondroprogenitorzellen/ Chondroblasten in vivo beginnen
wieder zu proliferieren und sekretieren die extrazelluldre Knorpelmatrix. In differenzierten

Chondrozyten werden N-cadherin und N-CAM nicht mehr exprimiert.

Collagen type 10 alpha 1 (Col10A1) ist ein Marker fUr pra-hypertrophe Chondrozyten, der
in ausdifferenzierten Chondrozyten nicht mehr exprimiert wird 3. Sowohl Sox9 als auch
Col2A1 werden stark in Bereichen der Kondensation und spater auch von proliferierenden

Chondrozyten synthetisiert, nicht mehr jedoch in hypertrophen Chondrozyten.

Kanonische Wnt-Signale iiber B-Catenin férdern die Hypertrophie der Chondrozyten '*2

und sind essentiell fiir die Osteoblasten-Entwicklung '**. Auf die Knorpelbildung folgen die
Einwanderung von Zellen aus dem Perichondrium in den hypertrophen Knorpel zur
Vaskularisierung des Gewebes sowie die Matrixmineralisation mit Hilfe von Osteoblasten,

Chondroklasten und Osteoklasten.
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Frihe Osteoblasten geben zu Beginn die Knochenmatrix an ihre Umgebung ab, die von den
reifenden Osteoblasten mineralisiert wird. Dabei exprimieren sie anfanglich vor allem
Kollagen | und Alkaline Phosphatase, spater auch Osteocalcin (Oc) und Bone Sialoprotein
(Bsp). Vorherrschende Transkriptionsfaktoren zu dieser Zeit sind runt-related transcription

factor 2 (Runx2) und Osterix (Osx) "**'%*,

Runx2, ein Transkriptionsfaktor, der an den Osteocalcin Promotor binden kann, wird im
Anschluss an die Kondensation in osteogenen (Vorldufer-) Zellen exprimiert "% Runx2
bindet und aktiviert Col10A1, Bsp und Oc "°. Osterix wird nur von Osteoblasten exprimiert

und ist relevant fir deren weitere osteogene Reifung '’

Die anschlieRende terminale
Differenzierung von Osteoklasten wird Uber die Hauptkomponente des kanonischen
Whnt-Signalweges [B-Catenin reguliert. Osteoprotegrin, ein Zielgene des kanonischen
Whnt-Signalweges, inhibiert die Differenzierung der Osteoklasten. Wnt-Signale nehmen Uber

die Regulation der Osteoklastendifferenzierung Einfluss auf die Knochenresorption '°%'%°.

Im adulten Organismus dient Knorpelgewebe als Stitzgewebe und wird vor allem durch die
Diffusion von Nahrstoffen aus dem Perichondrium und der Synovia (Gelenkflissigkeit)
versorgt. Es zeichnet sich durch hohe Elastizitat aus. Knochen- und Knorpelstrukturen
dienen der Ausbildung von Gelenken zur Erweiterung des Bewegungsradius der
GliedmaRen '*. Verlust des nicht-regenerationsfiahigen Knorpelgewebes ist vielfach Ursache
von Gelenkerkrankungen im Alter. Die Frakturheilung von Knochen im adulten Organismus
findet durch Neubildung von Knochengewebe statt '®. Diesem Prozess liegt vermutlich die
Reaktivierung von komplexen, molekularen Signalwegen zugrunde, die schon wahrend der

fotalen Entwicklung fiir die Skelettogenese zustandig waren '"162,
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1.4 Ziele der Arbeit

Neben den hamatopoetischen Stammzellen (HSC) enthalt Nabelschnurblut (NSB) auch
multipotente mesenchymalen Stromazellen (CB-MSC) und unrestringierte somatische
Stammzellen (USSC)>*. Diese aus dem NSB generierbaren nicht-hdmatopoetischen
Vorlauferzellen unterschieden sich in ihrem Differenzierungspotential in vitro und in vivo. Die
molokularbiologischen Ursachen daflir sind erst ansatzweise erforscht und welche Faktoren
fur die Regulation von Selbsterhalt, Proliferation und Differenzierung verantwortlich sind, ist
weiterhin von grofdem Interesse flir die spatere Anwendung der Zellen in Modellsystemen

oder der regenerativen Medizin.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten nicht-hdmatopoetische Vorlauferzellen aus
Nabelschnurblut auf Grundlage der bisher bekannten Unterscheidungsmerkmale und im
Vergleich zu mesenchymalen Stromazellen aus Knochenmark (KM-MSC) auch auf klonaler

Ebene in vitro charakterisiert werden.

Die im menschlichen Ko&rper vorhandene Sauerstoffkonzentration variiert je nach
Vaskularisierung des Gewebes und betragt im Ursprungsgewebe von USSC, CB-MSC und
KM-MSC weniger als die Ublicherweise zur ex-vivo Kultivierung genutzten 21% O,. Es
wurden Vorlauferzellen unter physiologischer Sauerstoffkonzentration (37 °C, 5% O3, 5%
CO,) aus Nabelschnurblut (CB-H) und Knochenmark (KM-H) generiert und kultiviert. Ob ihre
Generierung und Kultivierung unter 5% O, Einfluss auf die Genexpression oder das

Differenzierungspotential der Zellen hat, sollte analysiert werden.

Die Untersuchung verschiedener, an der Embryonalentwicklung maRgeblich beteiligter
Signale in den neonatalen Zellpopulationen aus NSB und ihr mutmalRlicher Einfluss auf
Zelleigenschaften invitro war ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit. Die
Homeobox-Genexpression und der Wnt/ 3-Catenin-Signalweg sind an der Steuerung vieler
elementarer Prozesse wahrend der Embryonalentwicklung und im adulten Organismus
beteiligt. Es wurden Analysen durchgefiihrt, um die vor kurzem entdeckten Unterschiede im
Expressionsmuster der Homeobox-Gengruppe verschiedener Vorlauferzellen aus NSB zu
verifizieren und eventuelle Ursachen zu ermitteln. Von besonderem Interesse war zudem die
Analyse einzelner, am Wnt-Signalweg beteiligter Gene in undifferenzierten und in in vitro
differenzierten Zellen. Spiegelt sich das Differenzierungspotential in der Genexpression

wider und kann es durch die Uberexpression einzelner Gene beeinflusst werden?
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterial und Chemikalien

Tab.1: Verbrauchsmaterial und Chemikalien

Material:

Hersteller/ Bezogen von:

Agarose (Select Agar; gelost zu 12 g/ L in H20)

Invitrogen, Karlsruhe

Agarose Molecular biology grade

Eurogentec, KoéIn

Agarose MP

AppliChem, Darmstadt

Alizarin Rot (2%, pH 4.1 -4.3)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ammoniumhydroxid

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Ampicillin (Pulver, gelést zu 50 mg/ ml in H20)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Aqua dest.

Braun, Melsungen

Aquatex wassriges Eindeckmittel fir Mikroskopie

Merck, Darmstadt

Ascorbinsaure (50 pug/ ml in H20)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

ATX Ponceau S red staining solution

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

B-Glycerophosphate disodium salt hydrate

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

B-Mercaptoethanol (98%)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Borsaure

Merck, Darmstadt

Bromphenolblau, Pulver

Roth, Karlsruhe

BSA (Pulver, fatty acid free, gel6st in DMEM)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Chamberslide Lab Tek Il, Glass slides sterile

Nalgene, Thermo Fisher Scientific Inc.

Cryordhrchen, 2ml

Greiner BioOne, Frickenhausen

Cytofix/Cytoperm solution

Becton Dickinson Biosciences, Bedford, USA

Dexamethasone-soluble water cell culture tested

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

DMEM with 1 g/ 1 glucose; without L-Glutamine

Lonza, Verviers Belgien

DMEM with 4,5 g/ I glucose; without L-Glutamine

Lonza, Verviers Belgien

DMSO (Dimethylsulfoxid, flissig)

WAK-Chemie, Steinbach

Echt Griin

Waldeck GmbH & Co. KG, Minster

EDTA (Dinatriumsalz Dihydrat) Titrierkomplex Il

Roth, Karlsruhe

Elektroporationskivetten (2 mm Spaltbreite)

Bio-Rad Laboratories,

Entellan Schnelleindeckmittel

Merck, Darmstadt

Eppendorfreaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

Essigsaure 100%

Merck, Darmstadt

Ethanol

Merck, Darmstadt

Ethidiumbromidlésung 1%

Roth, Karlsruhe

Ficoll Separating solution

Biochrom AG, Berlin

Fotales Kalber Serum (FCS)

Perbio, HyClone; Gibco; Lonza

Humanes serum ablumin (HSA) (20%)

Octapharma, Langenfeld

IBMX (3-Isobutyl-1-methyl-xanthine)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Indomethacin (Pulver, geldést zu 50 mM in Ethanol)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Insulin, Transferrin, Sodium-Selenit (ITS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Insuline solution from bovine pancreas 10 mg/ ml,25 mM

Sigma-Aldrich (Fluka), Taufkirchen

Isopropanol Merck, Darmstadt
Kernechtrot-Aluminiumsulfat Roth, Karlsruhe
Kryordhrchen Greiner BioOne, Frickenhausen

LB-Broth Base (Lenox L Broth; gelést zu 20 g/ L in H20)

Invitrogen, Karlsruhe

L-Glutamine

Lonza, Verviers Belgien

Low MW DNA Leiter

New England Biolabs (NEB), Frankfurt am Main
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Material: Hersteller/ Bezogen von:

Methanol (flissig, = 98%) Merck, Darmstadt

Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumthiosulfat-Pentahydrat Merck, Darmstadt

Nuclear fast red Merck, Darmstadt

Oil Red-O (0,3% geldst in Isopropanol) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Paraformaldehyd Losung (4% in PBS) Fischar, Saarbricken

Penicillin/ Streptomycin Lésung (Pen/ Strep) (100X) Lonza, Basel Switzerland

Petrischalen (100x20 mm) Greiner BioOne, Frickenhausen
Phosphat-buffered saline pH 7.3 (PBS) Serag Wiessner, Naila
Pipettenspitzen StarLab, Ahrensburg

Polyacrylamidgel NUPAGE 4-12% Bis Tris 1,5 mm 15 Well |Invitrogen, Karlsruhe
Polyethylenrdhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner BioOne, Frickenhausen
Potassium Ferricyanide Merck, Darmstadt

Potassium Ferrocyanide Merck, Darmstadt

ProLong Gold antifade reagent with DAPI Invitrogen, Karlsruhe

Protease Inhibitor Cocktail (complete mini’) Roche, Mannheim

QIAshredder Qiagen, Hilden

Reaktionsgefale (1,5 ml) Sarstedt, Nirmbrecht

Reprobe Nylon, Positiv-geladene Transfermembran AppliChem, Darmstadt

Rdéhrchen (50 ml) Becton Dickinson Biosciences, Bedford, USA
Safranin O Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster
Silbernitrat Roth, Karlsruhe

Spritzenfilter/ Sterifilter (0,45 ym Porengréf3e) Nalgene, Thermo Fisher Scientific Inc.
Stickstoff (flissig) Linde Gas, Linde AG Dusseldorf
Stripetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Corning/ Costar, Bodenheim
Superfrost Plus Objekttrager Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig
Tissue Freezing Medium Nussloch

TRI Reagent Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base) Merck, Darmstadt

Trypanblau Lésung (0,4%) Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Trypsin (2,5%, 10X) Lonza, Verviers Belgien
Trypsin-EDTA Lésung (0,5% Trypsin, 0,2% EDTA; 10X) PAA Laboratories, Pasching Osterreich
Tween20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-indoyl- B-Galactosid) Invitrogen, Karlsruhe

Xylol Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Zellkulturflaschen (T25, T75, T225, Cellstack) Corning/ Costar, Bodenheim
Zellkulturplatten (6-, 24-, 96-Well) Corning/ Costar, Bodenheim
Zellschaber, 180 mm Blattlange Corning/ Costar, Bodenheim

2.1.2 Zellkultur

2.1.2.1 Verwendete Zelllinien

Im Institut fur Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika werden
Stammzelltransplantate aus NSB unter qualifizierten GMP-Bedingungen hergestellt.
Entspricht das gewonnene NSB nicht den Richtlinien kann es mit Einverstandnis der Mutter
zu Forschungszwecken verwendet werden. Alle aus NSB und KM generierten, verwendeten
Zellen wurden im Institut fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika (ITZ) generiert

und kultiviert 5%°53.163.164
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Humane Vorhautfibroblasten (NHDF812) wurden freundlicherweise von der Hautklinik des
Universitatsklinikums Dusseldorf zur Verfugung gestellt. Zellen der Zelllinie HEK293T, die
einer menschlichen embryonalen Nierenzellle entstammt, wurden freundlicherweise vom
Institut fur Humangenetik und Anthropologie des Universitatsklinikums Dusseldorf
bereitgestellt. NHDF812 und HEK293T Zellen wurden im ITZ als Kontrollen verwendet.
HEK293T Zellen dienten der Herstellung von Viruspartikeln und wurden im ITZ kultiviert.
Weitere in dieser Arbeit verwendete Zelllinien wurden von der Deutschen Sammlung fir
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezogen. Fir mikrobiologische Arbeiten

wurden Escherichia coli (E.coli) Top10 von Invitrogen verwendet.

Zur Vereinfachung wurden die in dieser Arbeit verwendeten USSC-, CB-MSC- und
KM-MSC-Zelllinien durchnummeriert (vergleiche Tab.l Anhang).

2.1.2.2 Zellkulturmedien und Zusatze

Die Zellkulturmedien wurden zeitnah angesetzt und nicht langer als eine Woche verwendet.

Kulturmedium far USSC und MSC:
DMEM (low glucose: 1 g/ 1), FCS (30%), Penicillin/ Streptomycin (1%), L-Glutamin (1%)

Chondrogene Differenzierung:

DMEM (high glucose: 4,5 g/ 1), Penicillin/ Streptomycin (1%), Dexamethason (107 M),
TGF-B1 (0,01 ng/ ml), Sodium Pyruvat (0,1 mM), 1x ITS,

Ascorbinsaure-2-Phosphat (0,35 pg/ ml)

Osteogene Differenzierung:
DMEM (low glucose: 1 g/ 1), FCS (30%), Penicillin/Streptomycin (1%), L-Glutamin (1%),
Ascorbinsaure (50 ug/ ml), B-Glycerophosphate disodium salt hydrate (10 mM),

Dexamethason (107 M)

Adipogene Differenzierung:

Induktionsmedium: DMEM (high glucose: 4,5 g/ 1), FCS (10%), Penicillin/ Streptomycin (1%),
L-Glutamin (1%), Dexamethason (10 M), Indomethacin (0,2 mM), Insulin (0,1 mg/ ml),
IBMX (1 mM)

Kultivierungsmedium: DMEM (high glucose: 4,5 g/ 1), FCS (10%),
Penicillin/ Streptomycin (1%), L-Glutamin (1%), Insulin (0,01 mg/ ml)
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2.1.3 Zell- und Molekularbiologische Analysen

2.1.3.1 Primer

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von Thermo Fisher Scientific bezogen (0,02 uM,
HPCL gereinigt). Zur Analyse der Expression des chondrogenen Markers SOX9 wurde die
SOX9 Die

Primersequenzen zur Bestimmung der HOX-Genexpression wurden aus Liedtke et. al

spezifische TagMan®-Sonde von Applied Biosystems verwendet.

entnommen .

Tab. 2: Primeriibersicht

Genname Primer Sequenz (5’-3") Primer Sequenz (5'- 3") Tm [°C] Produktgrofe
ACAN CCAGTGCACAGAGGGGTTTG TCCGAGGGTGCCGTGAG 60°C 146 bp
BMP4 CCACCACGAAGAACATCTGG ACCTCGTTCTCAGGGATGC 60°C 96 bp

BSP GGGCAGTAGTGACTCATCCG AAGCTGGATTGCAGCTAACCC 60°C 214 bp

COL10A1 ACGCTGAACGATACCAAATG CTTGCTCTCCTCTTACTGCT 60°C 117 bp
COMP AACACGGTGATGGAGTGTGAC TCTCCGTCTGGATGCAGG 55°C 130 bp
CTBP1 GCTTGGCGTCCGACCTC CTTCAGGATGGGCATCTCC 60°C 103 bp
DKK1 ATGCGTCACGCTATGTGCT CCACAGTAACAACGCTGGAA 60°C 356 bp
DLK1 AGAACCTATGGGGCTGAAT GTCACGCACTGGCACAAAG 60°C 119 bp
FGF2 TGTACTGCAAAAACGGGGG TCCTTCATAGCCAGGTAACGG 55°C 166 bp
FGF5 GGATGGCAAAGTCAATGGATC GAGTTTTCCTTTTTTTGACATCGC 60°C 135 bp
FOSLA1 CAGCAGAAGTTCCACCTGGT GGGCTGATCTGTTCACAAGG 60°C 212 bp
FOSL2 GGCTCAGGCAGTGCATTCAT ACGCTTCTCCTCCTCTTCAGG 55°C 258 bp

GAPDH GAGTCAACGGATTTGGTCGT TTGATTTTGGAGGGATCTCG 60°C 228 bp
GSK3R CTGGTCGCCATCAAGAAAGT ATCACAGGGAGCGTCTGTTT 55°C 227 bp
TERC TCTAACCCTAACTGAGAAGG CCAGCAGCTGACATTTTTTG 60°C 145 bp
457 & 421 & 275

TERT GCCTGAGCTGTACTTTGTCAA CGCAAACAGCTTGTTCTCCA 55°C & 239 bp
IGF1 CCTCCTCGCATCTCTTCTA AAGCAGCACTCATCCACG 60°C 208 bp
LRP5 ATCCATGCAGTGGAGGAAGTC TGGGCGGCTCTCCACAGGTC 55°C 172 bp
LRP6 GATTCAGATCTCCGGCGAATT GGCTGCAAGATATTGGAGTCTTCT 55°C 83 bp
MSX2 AATTCAGAAGATGGAGCGGCGTG CGAGGAGCTGGGATGTGGTAAAG 65°C 145 bp
MYC GCTGCTTAGACGCTGGATTT TGCTGCTGCTGCTGGTAGAAGTT 60°C 167 bp
NANOG TGAGATGCCTCACACGGAG TTGCTCCAGGTTGAATTGTTC 60°C 495 bp
oC CCTCACACTCCTCGCCCTATT CCCTCCTGCTTGGACACAAA 60°C 117 bp
OSX TGCTTGAGGAGGAAGTTCAC CTGAAAGGTCACTGCCCAC 60°C 153 bp
POU5F1/0OCT4 [AGCCCTCATTTCACCAGGCC TGGGACTCCCTCCGGGTTTTG 60°C 456 bp
PTHLH GTGTTCCTGCTGAGCTACGC GCTGTGTGGATTTCTGCGATCA 60°C 172 bp
RPL13A GAGGTATGCTGCCCCACAAA TTCAGACGCACGACCTTGAG 60°C 136 bp
RUNX2 GAGTGGACGAGGCAAGAG GGACACCTACTCTCATACTG 60°C 215 bp
sFRP3 GGAGCTGATTTTCCTATGGATTC TCCGGAAATAGGTCTTCTGTG 60 °C 106 bp
sFRP4 CTCGCCTGAAGCCATCGTC TCCTGTACCATCATGTCTGGTGTG 60 °C 78 bp
sFRP5 CGCCTCCAGTGACCAAGAT CTGGGCTCCAATCAGCTTC 55°C 152 bp
SOX2* GGGAAATGGGAGGGGTGCAAAAGAGG |TTGCGTGAGTGTGGATGGGATTGGTG 60°C 151 bp
TWIST1 GACCTAGATGTCATTGTTTCC GCCCTGTTTCTTTGAATTTG 55°C 140 bp
WIF1 CTCCCTGGATAAAGGCATCATGGC CACTCGCAGATGCGTCTTTCATTA 65°C 279 bp
WNT3A GCCCCACTCGGATACTTCTTACT GAGGAATACTGTGGCCCAACA 60°C 98 bp
WNT5A CATGAAGAAGTCCATTGGA ACTTCTGACATCTGAACAG 55°C 180 bp
WNT9A CCTGGAGAACCGTGAGGCCT TCTCCACCCCAGCCTTGAT 65°C 170 bp
WNT10B GCGCCAGGTGGTAACTGAA GAATTGCGGTTGTGGGTATC 55°C 171 bp

* entnommen aus Takahashi et. al %°.
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2.1.3.2 Antikorper

Tab.3: Verwendete Antikorper fiir Durchflusszytometrie, IHC und WB

Antikorper Durchflusszytometrie Quelle Antikorper IHC und WB Quelle
CD 13 PE (Klon L138) BDBioscience mouse anti-WIF1 (Klon MM0602-6D27) Abcam Inc.
CD 29 FITC (Klon K20) Immunotech mouse anti-BMP4 (Klon 66119.11) Thermo Fisher Scientific
CD 31 FITC (Klon 3.6E) Immunotech rabbit anti-WNT3A (Klon C64F2) Cell Signaling
CD 34 FITC (Klon 581) Immunotech mouse monoclonal anti B-Actin (Klon AC-74) Sigma Aldrich
CD 44 FITC (Klon J.173) Immunotech goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz
CD 45 FITC (Klon 2D1) BDBioscience goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz
CD 73 PE (Klon AD2) BDBioscience goat anti-mouse IgG rhodamine red Jackson Immunoresearch
CD 90 FITC (Klon F15-42-1-5) Immunotech
CD 105 PE (Klon 166707) R&D Systems
HLA-ABC FITC (Klon B9.12.1) Immunotech
HLA-DR PE (Klon G46-6) BDBioscience
IgG1 FITC Immunotech
I9G1 PE Immunotech

2.1.3.3 Kits, Enzyme und Puffer fir molekularbiologische Analysen

Tab.4: Kits, Enzyme und Puffer fiir molekularbiologische Analysen

Material:

Hersteller/ Bezogen von:

1 kb Leiter

Invitrogen, Karlsruhe

100 bp Leiter

NEB, Frankfurt am Main

10X PCR Puffer

Qiagen, Hilden

5X High Fidelity PCR Puffer

NEB/ Finzymes, Frankfurt am Main

Alkalische Phosphatase (Calf Intestine Phosphatase/ CIP) |NEB, Frankfurt am Main

BAMH1 (FastDigest)

Fermentas/ Thermo Fisher Scientific Inc.

Big Dye Sequencing Puffer

Applied Biosystems, Foster City Kalifornien

BigDye Ready Reaction Premix

Applied Biosystems, Foster City Kalifornien

Cellular Senescence Assay Kit (SA-B-gal Staining)

Cell Biolabs, San Diego Kalifornien USA

DNase |

Qiagen, Hilden

DNeasy Blood & Tissue Kit

Qiagen, Hilden

dNTP (je 10 mM)

Invitrogen, Karlsruhe

ECOR1 (FastDigest)

Fermentas/ Thermo Fisher Scientific Inc.

FastDigest-Puffer (10X)

Fermentas/ Thermo Fisher Scientific Inc.

Fugene Transfektions Reagenz

Roche, Mannheim

HotStar-Taq DNA Polymerase

Qiagen, Hilden

Micro BCA Protein Assay Kit

Pierce, Rockford llinois

NHE1 (FastDigest)

Fermentas/ Thermo Fisher Scientific Inc.

Oligonukleotide/ Primer

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham

Phusion High-Fidelity Polymerase

NEB/ Finzymes, Frankfurt am Main

Plasmid pALF-GALV

Prof. Dr. Klaus Cichutek

Plasmid pCD/ NL-BH

Prof. Dr. Jakob Reiser

Plasmid pCL6IEGwo

Constanze Wiek

Plasmid Preparation Kit Qiagen, Hilden
Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
RIPA Puffer Invitrogen, Karlsruhe
RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden
RNeasy Micro Kit Qiagen, Hilden
RNeays Mini Kit Qiagen, Hilden

RT?2 First Strand Kit

SABioscience, Frederick Maryland USA

RT? SYBR Green/ROX qPCR Master Mix

SABioscience, Frederick Maryland USA

SeeBluePlus2 Pre-Stained Protein Standard (1x)

Invitrogen, Karlsruhe

Super Script lll First Strand Synthesis System

Invitrogen, Karlsruhe

SYBR Green Mastermix

Applied Biosystems, Foster City Kalifornien

T4 DNA Ligase

NEB, Frankfurt am Main

T4 DNA Ligase Puffer (10X)

NEB, Frankfurt am Main

Telo TAGGG Telomere Length Assay Kit

Roche, Mannheim

Whnt Signaling Pathway PCR Array (PAHS-04)

SABioscience, Frederick Maryland USA

XHO1 (FastDigest)

Fermentas/ Thermo Fisher Scientific Inc.
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2.1.4 Gerate und Software

Tab.5: Verwendete Gerate und Software mit Angabe des Herstellers oder der Quelle

Gerat: Hersteller:
Autoklav Systec, Wettenberg
Aviso CellCelector Aviso, Greiz

CO; Inkubator HERAcell 240i

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Einkanal Pipetten (variabel)

Eppendorf, Hamburg

FACS Canto

BD Biosciences,Heidelberg

Genepulser-2 Electroporation System

Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA

Hochgeschwindigkeitssorter MoFlo XDP

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Inkubator Hepa Class 100

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Intelligent Dark Box (LAS 3000 Lite)

FUJIFILM Europe GmbH, Dusseldorf

Kryostat Leica CM1850

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

Mikroskop Axioplan2

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Mikroskop CKX 41

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg

NanoDrop ND-1000

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

PCR-Cycler (MasterCycler proS)

Eppendorf, Hamburg

Photodokumentationssystem

Herolab, Wiesloch

Pipettierhilfe StarPet Pro

StarLab, Ahrensburg

Spannungsgeber flr
Elektrophoreseapparatur PoxerPac3000

Bio-Rad Laboratories, Kalifornien, USA

Schiittelwasserbad SW20

JULABO Labortechnik, Seelbach

Sequence Detector 7700

Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien

StepOnePlus

Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien

Sterile Werkbank ANTARES

Biohit, Helsinki, Finnland

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge MIKRO 22 R

Hettich Instruments, Massachusetts, USA

Zentrifuge ROTIXA 50 RS

Hettich Instruments, Massachusetts, USA

Software:

Entwickler/ Quelle:

ApE A plasmid editor

M. Wayne Davis, Freeware

Axio Vision

Zeiss, Jena

Clone Program

MFC Application

Cluster/ TreeView

Michael Eisen, Freeware

DAVID Bioinformatics Resources 6.7

National Institute of Allergy and Infectious Diseases

FACS DIVA 6.0

Becton Dickinson

geNorm calculation tool

Center for Medical Genetics of the University Hospital Ghent

ImageJ

Wayne Rasband, Open Source

ImageQuant TL

GE Healthcare Europe, Freiburg

Ingenuity Pathways Analysis (IPA)

Ingenuity Systems, Inc., Redwood City, Kalifornien

LAS-3000 Software 2.1.5

FUJIFILM Europe GmbH, Dusseldorf

Prism 5.0

Graph Pad, San Diego, Kalifornien

SDS2.3 StepOne Software

Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien

Sequence Scanner Software v1.0

Applied Biosystems Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien

TELORUN

C. Harley, R. Allsopp, H.Vaziri, Geron Corporation

WinMDI Version 2.8.

Joe Trotter
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2.2 Methoden

2.2.1. Zellkultur eukaryotischer Zellen

Alle Zellkulturarbeiten erfolgten an einer Sterilbank mit sterilen Materialien und Reagenzien.
Kultivierung unter Standard-Zellkulturbedingungen entspricht in dieser Arbeit 37 °C mit 21%
O, und 5% CO,, wohingegen 37 °C, 5% O, und 5% CO, physiologische Konditionen

widerspiegeln sollten. Der Zustand der Zellen wurde mikroskopisch kontrolliert.

2.2.1.1 Zellzahlbestimmung und Viabilitat

10 pl Zellsuspension wurden 1:1 (v:v) mit Trypanblau (0,4%) verdinnt und die lebenden,
nicht angefarbten Zellen in 10 yl der Verdinnung in vier GroRquadraten einer Neubauer
Zahlkammer ausgezahlt. Die Anzahl Zellen wird durch die Anzahl ausgezahlter Quadrate
geteilt und mit dem Verdiinnungsfaktor 2 und Kammerfaktor 10* multipliziert, um die Zellzahl
pro ml Zellsuspension zu berechnen. Die Gesamtzellzahl ergibt sich aus der Zellzahl pro ml

multipliziert mit dem Gesamtvolumen.

2.2.1.2 Generierung und Kultur von Stromazellen aus Nabelschnurblut

Zur Generierung der hier verwendeten Zelllinien wurden nur Nabelschnurblutspenden
verwendet, die zur Herstellung von allogenen Transplantaten nicht geeignet waren. Die
Generierung der Zellinien aus NSB erfolgte wie bereits 2004 beschrieben .
Zusammenfassend dargestellt wurden die mononukledren Zellen (MNC) mittels Ficoll-
Dichtegradienten-Zentrifugation isoliert, mit PBS gewaschen und das Préazipitat zur
Erythrozyten-Lyse in Ammoniumchlorid inkubiert. Das erneut mit PBS gewaschene Prazipitat
wurde in Generierungsmedium resuspendiert und ausplattiert. Fir die Generierung unter
physiologischen Bedingungen wurden die MNC eines Nabelschnurblutes aufgeteilt und unter
21% O, sowie 5% O, kultiviert. Nach sieben Tagen wurde das Medium erneuert. Das
Generierungsmedium wurde durch Kulturmedium ersetzt, sobald sich Zellkolonien gebildet

hatten.
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2.2.1.3 Generierung und Kultur von Stromazellen aus Knochenmark

Fir die Generierung der als Kontrollen genutzten KM-MSC wurde Apheresat verwendet. Es
enthalt Stromazellen, welche durch vorherige Mobilisierung aus dem Knochenmark ins
periphere Blut gelangt sind. Apheresat von gesunden Spendern wurde von der Apherese
des Institutes fur Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika (ITZ) bereitgestellt. Zur
Isolierung von MNC aus Knochenmark wurde dieses 1:2 mit PBS verdiinnt und einer Ficoll-
Dichtegradienten-Zentrifugation unterzogen. Nach drei Waschschritten mit PBS wurde die
Zellzahl bestimmt und die MNC in Medium fir KM-MSC ausplattiert. Flir die Generierung
unter physiologischen Bedingungen wurden die MNC eines Spenders aufgeteilt und unter

21% O, sowie 5% O kultiviert. Nach vier Tagen wurde das Medium der Zellen erneuert.

2.2.1.4 Klonale Zelllinien aus dem Nabelschnurblut

Mit Hilfe von Cloning-Ringen wurden einzelne Kolonien einer Primarkultur getrennt trypsiniert
und weiterkultiviert. Dafir wurden die Zellen lichtmikroskopisch betrachtet und klar
abgegrenzte einzelne Kolonien auf dem Zellkulturflaschenboden markiert. Der Deckel der
Kulturflasche wurde unter Zuhilfenahme eines Lotkolbens entfernt, das Medium
abgenommen und ein Cloning-Ring um eine zuvor markierte Kolonie geklebt. Durch die
raumliche Isolierung konnten einzelne Kolonien einer Primarkultur getrennt trypsiniert und
weiterkultiviert werden. Verbleibende Kolonien wurden zusammen als Ursprungszelllinie
weitergefuhrt. Eine weitere Moglichkeit ist die Einzelzellentnahme aus einer vorhandenen
Zelllinie. Dazu wurden adharent wachsende Zellen einer Zelllinie mit Hilfe des AVISO
CellCelector™ aus einer 6-Well-Platte enthommen und vereinzelt in einer 96-Well-Platte
abgelegt. Die Kultivierung erfolgte zu Beginn in konditioniertem, steril filtriertem Medium der
Ursprungszelllinie. Mit dieser Methode konnten klonale Linien aus bereits kultivierten

Zelllinien etabliert werden.

2.2.1.5 Kultivierung adulter nicht-hamatopoetischer Stromazellen

Die adharent wachsenden Stromazellen wurden in Zellkulturflaschen kultiviert und bei 80%
Konfluenz passagiert. Stromazellen aus NSB wurden mit 0,25% Trypsin Ldsung,
Stromazellen aus  Knochenmark mit 0,25%  Trypsin-EDTA  LOsung vom
Zellkulturflaschenboden gelést. Medium wurde zur Zellsuspension gegeben, um die
enzymatische Reaktion des Trypsins zu verlangsamen, gefolgt von einer Zentrifugation flr
7 Min. bei 550 g und 4 °C. Die Zellzahl wurde bestimmt und das Prazipitat in vorgewarmtem
Kulturmedium resuspendiert. Versuchsabhangig wurden die Zellen zur weiteren Kultivierung
oder Differenzierung ausplattiert, kryokonserviert, zur Isolierung von Nukleinsduren

bei -80 °C eingefroren oder in Puffer zur Proteinisolierung aufgenommen.
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2.2.1.6 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen in einer Zellzahl von 2-6x10° pro ml in 80% FCS in
DMEM aufgenommen. Je 500 ul der Zellsuspension wurden 1:1 (viv) mit 20% DMSO
gemischt, bei -80 °C eingefroren und nach zwei bis drei Tagen in flissigen Stickstoff
Uberfiihrt. Das Auftauen kryokonservierter Zellen erfolgte bei 37 °C im Wasserbad. 2 ml 50%
FCS in DMEM wurden vor dem vollstdndigen Auftauen zur Zellsuspension gegeben. 12 mi
15% FCS in DMEM wurden hinzugefugt und nach einer Zentrifugation fur 7 Min. bei 550 g
und 4 °C wurde das Prazipitat in Kulturmedium resuspendiert. Um die genaue Zahl lebender
Zellen zu bestimmen, wurde nach dem Auftauen eine Zellzahlbestimmung mit Trypanblau
durchgefihrt (vergleiche 2.2.1.1).

2.2.2 Wachstumsverhalten und Differenzierung

2.2.2.1 Wachstumskinetik

Die einzelnen Populationsverdopplungen (population doublings, PD) einer Kultur wurden
berechnet und addiert, um die kumulative Anzahl an Populationsverdopplungen (cumulative
population doublings, CPD) zu bestimmen. Die Kolonienzahl nach der Generierung einer
Zelllinie entspricht der ersten Anzahl ausplattierter Progenitorzellen. PD und CPD wurden

nach folgenden Formeln berechnet:

log (X) — log (Xo)

PD=

log (2)
X, = Anzahl ausplattierter Zellen
X, = Anzah| geernteter Zellen

CPDy = 2PD (bis zum Zeitpunkt N)

Die Zellen wurden nicht erneut in Kultur genommen, wenn die PD Uber mehrere Passagen

stagnierten, abnahmen oder die Zellen morphologische Auffalligkeiten aufwiesen.

2.2.2.2 Osteogene Differenzierung in vitro

Fir die osteogene Differenzierung wurden 1x10* Zellen/ cm? in Kulturmedium ausplattiert.
Nach 24 Stunden wurde das Kulturmedium durch Differenzierungsmedium ersetzt. Wahrend
der 14-tagigen Kultur wurde das Differenzierungsmedium zweimal wdchentlich erneuert. Zur
Kontrolle wurden Zellen der gleichen Zelllinie mit DMEM low glucose + 10% FCS ohne

weitere Zusatze kultiviert.
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2.2.2.3 Alizarin-Rot-, von Kossa-Farbung und Alizarin-Quantifizierung
Die osteogene Differenzierung der Zellen wurde nach 14 Tagen durch von Kossa- und/ oder

Alizarin-Rot-Farbung Uberpruft.

Fir die von Kossa-Farbung wurde das Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen.
Die Fixierung erfolgte mit 70% eiskaltem Ethanol fur 10 Min., gefolgt von einem Waschschritt
mit Aqua dest. und einer 30-minltigen Inkubation mit 5% Silbernitrat-Lésung unter
Lichteinfluss. Nach einem erneuten Waschen mit Aqua dest. und einer Inkubation mit 1%
Natriumthiosulfat fur eine Minute wurden die Zellen 30 Minuten mit Kernechtrot
gegengefarbt. Die Farbung der gewaschenen und mit PBS Uberschichteten Zellen wurden

noch am selben Tag fotografisch dokumentiert.

Der Farbstoff Alizarin farbt Kalziumeinlagerungen an. Fur die Alizarin-Farbung wurde das
Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach der Fixierung mit -20 °C kalten
70% Ethanol fir 20 Min. wurden die Zellen mit Aqua dest. gewaschen und 10 Min. mit 2%
Alizarin-Rot Lésung (pH 4.1-4.3) bedeckt. Die Zellen wurden funfmal mit Aqua dest.
gewaschen, anschlieBend mit PBS Uberschichtet und fotografiert. Die Farbungen wurden

getrocknet und fur die spatere Quantifizierung bei —20 °C gelagert.

Die Quantifizierung des Alizarin-Farbstoffes erfolgte nach Gregory et. al . Dazu wurden
800 pL 10% Essigsaure je Well einer 6-Well-Platte zugegeben und die Platten fur 30 Min.
schittelnd bei RT inkubiert. Die Zellen wurden mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden
geldést und mit der verbleibenden Flissigkeit in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® tberfihrt. Nach 30
Sekunden vortexen wurden die Proben flr 10 Min. auf 85 °C erhitzt und im Anschluss fiir 5
Min. auf Eis abgekuihlt. Die Proben wurden fir 15 Min. bei 24500 g zentrifugiert und 500 L
des Uberstandes in ein neues ReaktionsgefaRR tberfiihrt. 200 yL 10% Ammoniumhydroxid
wurden hinzugegeben und die Absorption bei 405 nm photometrisch gemessen. Werte der

jeweiligen Negativkontrolle wurden von differenzierten Zellen subtrahiert.

2.2.2.4 Adipogene Differenzierung in vitro

Fir die adipogene Differenzierung wurden 1x10* Zellen/ cm? in Kulturmedium ausplattiert.
Die Induktion erfolgte 24 Stunden nach Ausplattieren der Zellen durch Zugabe des
Induktionsmediums. Die Differenzierung verlief Uber 21 Tage. Ein Wechsel des Mediums
erfolgte zweimal wdchentlich, wobei alternierend Induktionsmedium und Kulturmedium
verwendet wurde. Zur Kontrolle wurden Zellen der gleichen Zelllinie mit DMEM high glucose
+10% FCS + PSG ohne weitere Zusatze kultiviert.
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2.2.2.5 Ol-Rot Farbung und Quantifizierung

Die adipogene Differenzierung wurde nach 21 Tagen durch Ol-Rot Farbung Uberpriift. Das
Medium der Zellen wurde abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach der
Fixierung durch 4% Formalin bei -20 °C fir 2 Min. wurden die Zellen mit 50% Ethanol
gewaschen und 20 Min. mit 0,2% OI-Rot Lésung bedeckt. Ol-Rot ist ein fettléslicher
Farbstoff, der die Lipide in den Vakuolen der Zellen anfarbt. Uberschiissige Farbeldsung
wurde durch Waschung mit 50% Ethanol entfernt, die Zellen mit PBS bedeckt und
fotografiert.

Zur Quantifizierung der angefarbten Lipidvakuolen wurden je Differenzierungsansatz
mindestens drei lichtmikroskopische Fotos der gefarbten Zellen analysiert. Bei der ImageJ
gestltzten Auswertung der Ol-Rot Farbungen wurden die Fotos mit der ImageJ Javabased
image processing Software flir Windows ausgewertet. Die Fotos wurden binar dargestellt
und der Anteil an positiver Flache in Prozent berechnet. Die Werte der Fotos der nicht
induzierten Kontrollzellen wurden von den Werten der Zellen derselben Zelllinie, die mit
Differenzierungsmedium behandelt worden waren, subtrahiert, um unspezifische Farbungen

zu nivellieren.

2.2.2.6 Chondrogene Differenzierung in vitro

Die chondrogene Differenzierung erfolgte in dreidimensionaler Pelletkultur. Dazu wurden
2x10° Zellen in einem 15 ml Polyethylenréhrchen fiir 7 Min. bei 550 g und 4 °C in 350
Differenzierungsmedium zentrifugiert. Die Kultivierung erfolgte mit leicht geéffnetem Deckel,
um einen Luftaustausch zu erméglich. Durchmesser und Flachen der Pellets wurden nach 7,
14 und 21 Tagen am AVISO CellCelector™ ermittelt. Wahrend der 21 Tage andauernden
Differenzierung wurde das Medium dreimal wochentlich gewechselt. Um eine ausreichende
Menge RNA isolieren zu kdnnen, wurden mehrere Pelletkulturen parallel angesetzt und die

Pellets am Ende der Differenzierung vereint.

Ein Pellet wurde in Tissue freezing Medium eingebettet und bei -30 °C gelagert. Am Kryostat
wurden bei -25 °C 6 ym dinne Schnitte angefertigt. Diese wurden auf Superfrost Plus

Objekttrager gebettet und mit Safranin-O/ Fast Green gefarbt.
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2.2.2.7 Histologische Analysen der chondrogen differenzierten Zellen

Zur histologischen Analyse der Pelletkultur wurden die Schnitte mit Safranin-O/ Fast Green
gefarbt. Der kationische Safranin-O Farbstoff farbt selektiv die Proteoglykane in
Knorpelgewebe orange-rot. Proteoglykane sind Molekile die aus einem Protein und einem
oder mehreren kovalent gebundenen Glykosaminoglykanen bestehen. Die Farbintensitat
steigt proportional zur Menge der Glykosaminoglykane. Die Schnitte wurden mit 70%
eiskaltem Ethanol fixiert und auf einem Heizblock bei 37 °C getrocknet. Es folgte ein
Waschschritt mit Aqua dest. fir 5 Min. und eine 30-minltige Farbung mit 0,3% Safranin-O.
Die Praparate wurden erneut mit Aqua dest. gewaschen und fir 10 Sekunden mit Fast
Green-Losung (0,004%) gegengefarbt. AnschlieBend wurden die Schnitte mit
demineralisiertem Wasser gewaschen und getrocknet. Die Entwasserung erfolgte (ber
kurzes Eintauchen der Schnitte in 96% Ethanol gefolgt von zweimal 2 Minuten Inkubation in
Xylol. Nach der Farbung wurden die Schnitte mit Entellan Schnelleindeckmittel eingedeckt

und fotografiert.

2.2.2.8 Immunzytochemie

Fir immunzytochemische Analysen wurden Zellen in Chamberslides™ kultiviert, im
Anschluss mit PBS gewaschen und in 4% Paraformaldehydlésung flr 15 Min. fixiert. Die
Zellen wurden dreimal je 10 Min. mit PBST (PBS + 1% Tween 20) inkubiert. Die Blockierung
erfolgte flr eine Stunde bei Raumtemperatur in 5% Normal Goat Serum in PBST. Die
Primarantikorper wurden in 2% Normal Goat Serum in PBST verdunnt (vergleiche 2.1.3.2
Tabelle 3 Antikorper). Die Inkubation erfolgte tGber Nacht bei 4 °C oder alternativ 2 Stunden
bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal 10 Min. mit PBST gewaschen.
Der Sekundarantikérper wurde in einer 1:200 Verdinnung eingesetzt. Nach einer Stunde
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Zellen abschlieRend dreimal mit PBS

gewaschen, mit ProLong Gold antifade reagent with DAPI eingedeckt und fotografiert.

2.2.2.9 Seneszenz Assay

Der prozentuale Anteil an alternden Zellen einer Zellpopulation zu einem bestimmten
Zeitpunkt wurde mit dem Cellular Senescence Assay Kit (SA-B-gal Staining) CBA-230 von
Cell Biolabs inc. ermittelt. Der Assay beruht auf dem histochemischen Nachweis der
Seneszenz-assoziierten [(-Galaktosidase. Das Aktivititsmaximum der Seneszenz-
assoziierten p-Galaktosidase liegt bei pH 6,0, wohingegen sich das Optimum der
lysosomalen [-Galaktosidase bei pH 4,0-4,5 befindet. Somit kann zwischen den Aktivitaten
der verschiedenen (-Galaktosidasen differenziert werden, wenn der Test bei dem pH-Wert
flr das jeweilige Aktivitditsmaximum durchgefiihrt wird. Fir die quantitative Bestimmung der
seneszenten Zellen einer Zelllinie wurden insgesamt 2x10* Zellen auf die zwei Kammern

eines zweikammerigen Objekttragers (Chamberslides™) ausplattiert.
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Nach 3 Tagen wurden das Kultivierungsmedium abgenommen und die Zellen, wie im
Herstellerprotokoll vorgegeben, mit PBS gewaschen, mit Fixierldsung fixiert und Gber Nacht
mit hergestellter Farbelésung bei 37 °C inkubiert. Die Farbeldsung fir die Positivkontrolle
wurde selbst angesetzt. Sie entspricht der Farbeldésung im Kit mit einem pH Wert von pH 4
statt pH 6. Am nachsten Tag wurden die Zellen erneut nach Protokoll mit PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Praparate mit Aquatex® eingedeckt und unter dem Lichtmikroskop

der prozentuale Anteil an seneszenten Zellen bestimmt.

Positivkontrolle Farbel6sung
500 mM Potassium
Ferrocyanide 10 pl

500 mM Potassium Ferricyanide] 10 pl
0,14 M Citrate-NazHPO4 Puffer,

pH 4 285 ul

5 M NaCl2 30 pl

2 M MgCl2 1l

40 mg /ml 25 pl
Aqua dest. 639 ul
Gesamtvolumen 1000 pl

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 RNA Isolierung und reverse Transkription

RNA undifferenzierter Zellen wurde mit dem RNeasy® Kit von Qiagen isoliert. Bei der
Isolierung wurde das Herstellerprotokoll inklusive des optionalen DNA Verdaus befolgt. RNA
aus differenzierten Zellen und entsprechenden Kontrollzellen wurde mittels Phenol-
Chloroform-Fallung unter Verwendung des TRI Reagent® isoliert. Die Isolierung erfolgte
gemal Herstellerangaben und wurde mit einem nachtraglichen DNA Verdau abgeschlossen.
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch am
Nanodrop™. Bei Bedarf fand eine Reinigung der RNA mit Hilfe des RNeasy® Micro Kits statt.
Das Umschreiben der RNA zu cDNA erfolgte mit oligo-dT Primern und dem Super Script® 11|
First Strand Synthesis System for RT-PCR Kit von Invitrogen.

2.2.3.2 Polymerase Kettenreaktion

Um die optimalen Bedingungen fir die sequenzspezifischen Primerpaare zu definieren,
wurde zunachst eine PCR bei drei verschiedenen Temperaturen (55 °C, 60 °C, 65 °C) und
mit  verschiedenen = Mg,Cl-Konzentrationen  durchgefiihrt. Bei den  optimalen
Reaktionsbedingungen liefert die PCR ein spezifisches Produkt. Alle in dieser Arbeit
verwendeten Primerpaare haben ihr Optimum zwischen 55 °C- 65 °C und bei 1,5 mM MgCl..
(Tabelle 2 Primer 2.1.3.1).
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2.2.3.3 Real-time PCR

Fur den semiquantitativen Nachweis von Genen wurden die relativen Expressionsraten der
Gene mittels real-time PCR bestimmt. Die Expression des Gens wird hierbei auf die
Expression eines nicht regulierten, konstant exprimierten Referenzgens bezogen. Um eine
prazise Quantifizierung der Gene mittels real-time PCR unter verschiedenen Bedingungen
zu gewahrleisten, muss ein stabiler Referenzwert zur Normalisierung herangezogen werden.
Um die Spezifitat des amplifizierten Produkts zu Uberpriifen, wurde im Anschluss an jede
real-time PCR eine Schmelzkurvenanalyse angeschlossen. Es wurde der SYBR® Green
Mastermix von Applied Biosystems verwendet. Alle Reaktionen wurden in Triplikat-Ansatzen
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte nach der AACt-Methode. Unter idealen
Voraussetzungen zeigt sich eine exponentielle Zunahme des PCR-Produktes mit jedem
Zyklus. Der cycle threshold (CtWert) ist der Zyklus, der senkrecht zu dem Punkt liegt, an dem
der gesetzte Threshold die exponentielle Phase der Fluoreszenzkurve ftrifft. Nach der

AACt-Methode werden Probe und Kontrolle zueinander in Relation gesetzt:

2(CtWert Probe Referenzgen - CtWert Probe Testgen)

2(CtWert Kontrolle Referenzgen - CtWert Kontrolle Testgen)

Danach ist eine Aussage Uber die Genexpression in der Probe in Relation zur Kontrolle

mdglich: Das Testgen ist n-fach so stark in der Probe wie in der Kontrolle exprimiert.

2.2.3.4 Ermittlung des stabilsten Referenzgens

Fir einen semiquantitativen Nachweis mittels real-time PCR wurde ein passendes
Referenzgen ermittelt. Mit Hilfe der geNorm VBA-Anwendung fur Microsoft Excel wird das
stabilste Referenzgen aus einer Reihe von untersuchten Genen ermittelt (ACTB, B2M,
GAPDH, HPRT1, RPL13A, 18S ribosomal RNA). Die Analyse bezieht dabei die
Expressionswerten mehrerer Referenzgenen aus einer Auswahl von zu untersuchenden

168

Proben ein ™°. Die Software erstellt auf der Grundlage der Expressionsstabilitdt eine

Rangliste dieser Referenzgene.
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2.2.3.5 WNT-Array

Der humane Wnt-Signalweg wurde durch PCR-Arrays naher untersucht. Das Human Wnt
Signaling PCR Array Kit von SABiosciences ermdglicht es, die Expression von 84 Genen,
die mit der Signalweiterleitung im Wnt Signalweg in Verbindung stehen, Uber real-time PCR
zu quantifizieren. Die cDNA-Synthese wurde mit dem RT2 First Strand Kit von
SABiosciences, wie im Protokoll angegeben, durchgefiihrt. Die real-time PCR wurde nach
Angaben des Herstellers fiir das RT2 Profiler'™ PCR Array System angesetzt. Die
Auswertung der Arrays erfolgte webbasiert auf der Homepage der Herstellerfirma

SABiosciences "®°.

2.2.3.6 Proteinbestimmungen
Die Zellen wurden in RIPA Puffer mit Zusatz von Protease-Inhibitor lysiert. Anschliel3end
wurde die Proteinkonzentration mittels Mikro BCA Protein Assay Kit nach Herstellerprotokoll

bestimmt. Die Messung der optischen Dichte der Proben wurde bei 562 nm durchgefihrt.

2.2.3.7 Western Blot

Fir den Nachweis von Proteinen wurden Western Blot Analysen durchgefihrt. Durch
Zugabe von RIPA Puffer mit Protease-Inhibitor zu den mit PBS gewaschenen Zellen wurden
diese lysiert und das Gesamitzelllysat isoliert. Die Kammern der Elektrophorese-Apparatur
wurden mit MES-Laufpuffer gefillt, 500 pl Antioxidant hinzugefugt und ein 4 —12%
Polyacrylamidgel eingebracht. Die Proteinkonzentration des Gesamtzelllysats wurde mittels
Mikro BCA Protein Assay Kit bestimmt (vergleiche 2.2.3.6) und 15 pg Protein mit Puffer und
SDS/ Reducing agent versetzt, denaturiert (10 Min. bei 70 C°) und auf das Polyacrylamidgel
aufgetragen. Zusatzlich wurden 5 pl des Molekulargewichtsmarkers SeeBlue® Plus
Pre-Stained Protein Standard aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte im
elektrischen Feld. Die der GroRRe nach aufgetrennten Proteine wurden mit dem Semi Dry Blot
System auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Der Erfolg der elektrophoretischen
Ubertragung wurde mit Ponceau-Rot Farbung kontrolliert. Unspezifische Bindungsstellen
wurden bei der folgenden, einstindigen Inkubation der Membran mit 5% Bovine serum
albumin (BSA) in Phosphate buffered saline-Tween20 (PBS-T) gebunden. Die Membran
wurde mit dem jeweiligen verdinnten Antikérper (Tabelle 3 Antikorper) versetzt und
mindestens zwei Stunden bei RT oder alternativ Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Es folgten
drei Waschschritte fir 10 Min. mit PBS-T, um unspezifisch gebundenen Antikorper zu
entfernen, bevor der Peroxidase-gekoppelte Zweitantikérper goat-anti-mouse in der
Verdiinnung 1:20000 zugegeben wurde. Die Membran wurde eine Stunde bei RT mit dem
Zweitantikorper inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran dreimal 10 Min. mit PBS-T

gewaschen und mit frisch angesetzter Detektionslésung des Western Blotting Detection
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Reagents versetzt. Nach 5-minutiger Inkubation bei Raumtemperatur fand die Detektion der

Chemilumineszenz am LAS 3000 Lite statt.

2.2.4 Affymetrix Arrays

Die drei USSC (USSC 2, USSC 4 und USSC 5) und zwei CB-MSC (CB-MSC 1 und
CB-MSC 4) die mittels Affymetrix Arrays analysiert wurden, wurden im ITZ generiert,
kultiviert und die RNA wurde isoliert. cDNA Synthese, Hybridisierung und Auswertung
wurden vom Institut fur Zellbiologie (Tumorforschung) des Universitatsklinikums Essen unter
Anleitung von Dr. Ludger Klein-Hitpass nach Affymetrix Expression manual und GeneChip
protocol (Affymetrix,Santa Clara CA, USA Version2) durchgefiihrt. Die Microarrays wurden
am GC Scanner 3000 mit G7 Update gescannt. Die Daten wurden mit Hilfe der Genespring
10.1 Software (Agilent) analysiert und Datensatze erstellt mit Genen, die mindestens
zweifach starker in USSC oder CB-MSC exprimiert wurden. Da bei der Analyse des
Microarrays sehr viele Hypothesen parallel getestet werden mussten, wurde ein ungepaarter
t-Test mit FDR (False discovery rate) nach Benjamini-Hochberg durchgefiihrt, wobei eine

FDR von 10% akzeptiert wurde, um eine Liste der regulierten Kandidatengene zu erstellen.

2.2.5 Telomerlangenbestimmung

Zur Bestimmung der durchschnittlichen Telomerlangen wurde die genomische DNA aus
Zellen isoliert. Die Isolierung erfolgte mit dem DNeasy® Blood & Tissue Kit wie im Protokoll
vorgegeben. Es wurden jeweils 0,5-2x10° Zellen eingesetzt. Die Konzentrations- und
Reinheitsbestimmung erfolgte photometrisch am Nanodrop™. Die Proben wurden bei 4 °C
gelagert. Die isolierte genomische DNA wurde im Telo TAGGG Telomere Length Assay
eingesetzt, um die durchschnittliche Lange der terminalen Restriktionsfragmente zu
ermitteln. Dazu wurden mit spezifischen Restriktionsenzymen die Teile der genomischen
DNA verdaut, die nicht zu den Telomeren und der subtelomerischen Region zahlen.
AnschlielRend wurde die DNA gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels Southern Blot auf
eine Nylonmembran transferiert. Hybridisiert wurden die terminalen Restriktionsfragmente
(TRF) auf der Membran mit einer DIG spezifischen Sonde. Nach Inkubation mit einem an
eine  alkalische  Phosphatase  gekoppelten  Antikérper gegen DIG  wurde
Chemilumineszenzsubstrat hinzugegeben. Die Chemilumineszenz konnte anschlieend in
der Intelligent Dark Box der LAS-3000 mit Hilfe des Programms ImageReader LAS-3000
Version 2.1. detektiert und digitalisiert werden. Es folgte eine computerbasierte Auswertung
der TRF Langen mit ImageQuant TL und TELORUN fiir Microsoft® Excel. Dazu wurde die
Version 1.4 fir die Analyse der durchschnittichen TRF Lange von Calvin Harley, Rich
Allsopp und Homayoun Vaziri (copyright, 1995: Geron Corporation) genutzt. Anderungen

zum Herstellerprotokoll wurden in Schritt 3 bei der Inkubation zur Prehybridisierung
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vorgenommen, die fur 3-4 Stunden statt 30-60 Min. erfolgte. Die Hybridisierung erfolgte tber
Nacht.

2.2.6 Stabile Uberexpression

Humane Stromazellen wurden mit drei definierten DNA Sequenzen (humaner WNT3A-DNA,
WIF1-DNA und BMP4-DNA) lentiviral transduziert. Dazu wurden die durch Sequenzierungen
verifizierte DNA Sequenzen in Plasmide kloniert und diese mittels Lipofektion in HEK293T
Zellen eingebracht. Der viruspartikelhaltige Uberstand der HEK293T Zellen wurden zur
Infektion humaner Stromazellen aus NSB und KM verwendet. Eine stabile Transduktion fuhrt
zu einer dauerhaften Integration der Fremd-DNA ins Genom der Zielzellen. Es wurde der
Expressionsvektor pCL6IEGwo (pCL6) verwendet (Abb.5).
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Abb.5: Karte des lentiviralen Plasmids pCL6IEGwo. Das Plasmid wurde von Prof. Dr. Helmut
Hanenberg zur Verfiigung gestellt. Es wurde fiir die WNT3A Klonierung mit EcoR/ und Xhol, firr die
WIF1 Klonierung mit Xhol und Nhel und fir die BMP4 Klonierungen mit den Restriktionsenzymen
EcoRI und BamHI, geschnitten.
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2.2.6.1 Klonierung

Die Amplifikation der definierten DNA Sequenzen erfolgte mittels PCR unter Verwendung
von Phusion® High-Fidelity Polymerase und sequenzspezifischer Klonierungs-Primern, die
eine Restriktionsschnittstelle am 5°-Ende aufwiesen. Der forward Primer enthielt zudem eine
Kozak-Sequenz (GCCACC) vor dem Startcodon '". Fiir die Klonierung von WNT3A wurde
cDNA der Zelllinie HEK293 verwendet, fir die Klonierung von WIF1 cDNA einer CB-MSC
und als Template fiir die Klonierung von Bone morphogenetic protein 4 (BMP4) diente cDNA
einer KM-MSC. Die Reaktionsprodukte wurden gelelektrophoretisch in einem 1% Agarosegel
separiert und mittels Qiaquick Gel Extraction Kit aus dem Gel isoliert. Expressionsvektor
(pCLBIEGwo) und Produkt wurden mit entsprechenden Restriktionsenzymen fiir 20 Min. bei
37 °C verdaut. Es wurde fir die WNT3A Klonierung mit EcoR/ und Xhol, fur die WIF1
Klonierung mit Xhol und Nhel und fir die BMP4 Klonierungen mit den Restriktionsenzymen
EcoRI und BamHI, geschnitten. Die Reaktionen wurden fiir 5 Min. auf 85 °C erhitzt. Der
geschnittene Expressionsvektor wurde mit Alkalischer Phosphatase (Calf Intestine
Phosphatase /CIP) behandelt. Geschnittenes Produkt und geschnittener, dephosphorylierter
Vektor wurden mit Hilfe der T4-Ligase miteinander ligiert. 2 ul des Ligationsansatzes wurden

bei der Transformation von elektrokompetenten E.coliTOP10 eingesetzt.

Die Elektroporation wurde in Elektroporationskivetten (2 mm Spaltbreite) vorgenommen und
erfolgte bei 2500 V, 25 pyF und 200 Q am Genepulser-2. Die E.coliTOP10 wurden in 250 pl
S.0.C. Medium aufgenommen und fr eine Stunde bei 37 °C schuttelnd inkubiert. 50- 150 pl
der Bakteriensuspension wurden auf selektiven Agarplatten (Endkonzentration 100ug/ mi
Ampicillin) ausplattiert und Uber Nacht bei 37 °C im Brutschank inkubiert. Nach mindestens
16 Stunden wurden je Agarplatte 8-10 Bakterienkolonien gepickt und in jeweils 3 ml
selektivem LB-Medium (Endkonzentration 100 pg/ ml Ampicillin) fir 8 Stunden bei 37 °C
schuttelnd inkubiert. Die Plasmid-DNA wurden nach Herstellerangaben unter Verwendung
des Plasmid Purification Kit aus den Bakterien isoliert. Zur Kontrolle der Plasmide wurden
diese mit Restriktionsenzymen geschnitten, gelelektrophoretisch aufgetrennt und die
ProduktgréRen analysiert. Die eingebrachten definierten DNA Sequenzen wurden zudem
durch Sequenzierungen Uberprift. Die Sequenzierungen erfolgten unter Einhaltung des
Protokolles des BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kits fiir doppelstrangige DNA im

HLA-Labor des ITZ. Die Auswertung erfolgte mit der Sequence Scanner Software v1.0.
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2.2.6.2 Transfektion und Transduktion

Die adharent wachsenden HEK293T Zellen wurden in einer Dichte von 0,5x106 Zellen/ cm?
in DMEM high glucose + PSG mit 10% FCS ausplattiert. Das Medium wurde nach 24
Stunden durch DMEM high glucose mit 5% FCS ersetzt. 5 ug je Helferplasmid (pCD/ NL-BH,
pALF-GALV TM) und 5 ug des jeweiligen Plasmids (pCL6IEGwo-BMP4, pCLG6IEGwo-WIF1
oder pCLBIEGwo-WNT3A) wurden mit 45 pl FUGENE® 6 fiir 20 Min. bei Raumtemperatur in
400 yl DMEM high glucose inkubiert und anschlie®end zur Lipofektion der HEK293T Zellen
der Zellkultur zugesetzt. Das Medium wurde nach 24 Stunden durch DMEM high glucose mit
5% FCS und 1% Penicillin/ Streptomycin ausgetauscht. Von den zu transfizierenden
Zielzellen wurden 24 Stunden vor Infektion 1x10° Zellen auf einer 6-Well-Platte verteilt. 48
Stunden nach Transfektion der HEK293T Zellen wurde das Medium mit enthaltenem
extrazellularen Virusuberstand steril filtriert (0,45 um Spritzenfilter) und zur Infektion auf die

Zielzellen gegeben.

Die Transduktion wurde mit unverdinntem bis sechsfach verdinntem Virusuberstand
durchgefiihrt. Die Transduktionseffizienz wurde durch Fluoreszenzmikroskopie und
FACS-Analysen Uberprift. Dies war mdglich, da der eingebrachte Expressionsvektor die
Expression des griin fluoreszierenden Proteins (Gfp) in den transduzierten Zielzellen zur
Folge hatte. Um eine hdchstmogliche Reinheit transduzierter Zellen zu erreichen, wurden
Gfp-positive — und damit erfolgreich transduzierte — Zellen in der Core Flow Cytometry
Facility des ITZ gesortet. Parallel zu den Versuchen wurden HEK293T Zellen mit dem
Expressionsvektor pCL6IEGwo transfiziert und ihr Virustiberstand zur Infektion von Zielzellen
genutzt. Um auszuschlie3en, dass beobachtete Veranderungen auf den Vektor und nicht die
klonierte Gensequenz zuriickzufiihren sind, dienten die mit Leervektor transduzierten Zellen
als Kontrolle. Bei jedem Versuch wurden die Zielzellen vor der Transduktion aufgeteilt und
ein Teil Zellen gleicher Passage, die mit gleichen Reagenzien behandelt wurden, wurden

nicht infiziert und parallel als Mock-Kontrollzellen weitergefuhrt.

2.2.7 Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung des Immunphénotyps wurden 1x10° Zellen in 100 pl PBS mit 4 pl
Antikorperlésung versetzt und 25 Min. bei 4 °C inkubiert. Die Inkubation erfolgte im Dunkeln
um den Fluoreszenzaktivitatsverlust so gering wie moéglich zu halten. Die Zellen wurden mit
3 ml PBS + 0,5% HSA gewaschen und fir 7 Min. bei 550 g und 4 °C zentrifugiert. Nachdem
die Zellen mit PBS + 0,5% HSA gewaschen und in 100 pyl PBS resuspendiert wurden, wurde
die Zellsuspension am FACS Canto™ durchflusszytometrisch analysiert. Zur Analyse
intrazellular vorliegender Marker erfolgte vorab eine Permeabilisierung der Zellen mit Hilfe
des Cytoperm Kits nach Angaben des Herstellers. Fir alle Farbungen erfolgten

entsprechende Isotypkontrollen.
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierungen der verwendeten Zellpopulationen

3.1.1 Morphologie und Immunphanotyp

Die Kultivierung unter Standard-Zellkulturbedingungen entspricht in dieser Arbeit 37 °C mit
21% O, und 5% CO,, wohingegen 37 °C, 5% O, und 5% CO, physiologische Konditionen
widerspiegeln sollten. Unter 5% O, aus Nabelschnurblut (NSB) generierte Zelllinien werden
als CB-H, solche aus Knochenmark als KM-H Linien bezeichnet. Klonale Linien sind
Zelllinien, die aus einer Kolonie hervorgegangen sind oder durch Einzelzellentnahme

generiert wurden (vergleiche 2.2.1.4).
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Abb.6: Morphologie und Immunphéanotyp von plastikadhdrenten Zellenpopulationen generiert
aus Nabelschnurblut und Knochenmark invitro. Reprasentative lichtmikroskopische
Phasenkontrast-Aufnahmen der spindelférmigen Zellmorphologie von Zelllinien aus dem
Nabelschnurblut (A) und dem Knochenmark (B). Durchflusszytometrische Ergebnisse zur Bestimmung
des Immunphanotyps aus Nabelschnurblut generierter Populationen und KM-MSC (C). Die
Morphologie und der Immunphanotyp klonaler Zelllinien unterschieden sich nicht von denen der
Ursprungspopulation.

KM-MSC CB-MSC

Alle verwendeten, aus NSB generierten Populationen (USSC, CB-MSC, klonale Linien der
USSC und CB-MSC, CB-H Linien) wuchsen in der Zellkultur plastikadharent mit
spindelférmiger Morphologie (Abb.6 A). Abbildung 6 B zeigt die Morphologie von KM-MSC in
Zellkultur.  Immunphanotypische Oberflachenmolekile werden im Folgenden, wie
international einheitlich Ublich, nach der CD Nomenklatur (Cluster of Differentiation) benannt.
Die Phanotypisierung der Zellen wurde mit ausgewahlten Antikérpern gegen

Oberflachenantigene durchgefuhrt (siehe Tabelle 2 unter 2.1.3.2).
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Alle verwendeten Zellpopulationen wurden immunphanotypisch charakterisiert und die
durchflusszytometrischen Messungen ergaben keine Expression der hamatopoetischen
Antigene CD34, CD45 oder des fur Endothelzellen charakteristischen Antigens CD31. Die
Oberflachenantigene CD73, CD90, CD105 und HLA-ABC wurden von allen in dieser Arbeit
verwendeten Zellpopulationen exprimiert (Abb.6 C).

Es wurden keine morphologischen oder immunphanotypischen Unterschiede festgestellt,
weder zwischen klonalen Zellen und ihren korrespondierenden Ursprungszelllinien noch
zwischen Zellpopulationen aus NSB und KM. Auch die Generierung unter physiologischen

Bedingungen hatte keinen Einfluss auf die Expression der Oberflachenantigene oder die
Morphologie der Zellen.

3.1.2 Wachstumskinetik

Um die Wachstumskinetik der Zellpopulationen zu untersuchen, wurden Ausgangszellzahl
und Endzellzahl jeder Passage ermittelt. Die Kultur der Zellen wurde eingestellt, wenn die

Populationsverdopplungen (PD) tber mehrere Passagen stagnierten oder abnahmen.
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Abb.7: Wachstumskinetik von USSC, CB-MSC und KM-MSC. Grafik A zeigt den typischen
Wachstumsverlauf einer USSC, einer CB-MSC und einer KM-MSC. B zeigt die durchlaufenen

kumulativen Populationsverdopplungen

(cumulative  population doublings,

CPD)

Uber

elf

Wachstumspassagen von jeweils drei USSC, CB-MSC und KM-MSC mit Standardabweichungen je

Passage.

Abbildung 7 A zeigt reprasentativ den Wachstumsverlauf jeweils der USSC 1, CB-MSC 1
und KM-MSC 1 Zelllinie in vitro. Abbildung 7 B stellt die Wachstumskinetik von USSC,
CB-MSC und KM-MSC (n=3) dar. Der Verlauf der Wachstumskurven ist ahnlich, aber fir
USSC und CB-MSC im Vergleich zu KM-MSC von Passage 1 an auf der Y-Achse nach oben

versetzt.
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Die von KM-MSC iber die Passagen erreichten kumulativen Populationsverdopplungen
(CPD) lagen unter denen, die die Stromazellen aus Nabelschnurblut bis zur entsprechenden

Passagen durchliefen.

Das Wachstumsverhalten von klonalen Linien im Vergleich zu ihren Ursprungzelllinien wurde
ebenfalls untersucht. Das Wachstumspotential etablierter klonaler Zellpopulationen variierte

im Vergleich zur Ursprungszelllinie und innerhalb der Klone (vergleiche Abb.l Anhang).

Des Weiteren wurde der Einfluss der Sauerstoffkonzentration bei Generierung und
Kultivierung auf die Wachstumskinetik und die maximal erreichten kumulative
Populationsverdopplungen der Zellpopulationen untersucht.
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Abb.8: Wachstumskapazititen der Stromazellen invitro. Grafik A stellt beispielhaft die
Wachstumskinetik einer CB-H und einer KM-H Linie dar. In Diagramm B angegeben sind die
maximalen CPD die die Populationen durchschnittlich erreichten mit jeweiliger Standardabweichung.

Fur die Generierung unter physiologischen Bedingungen wurden MNC aus Nabelschnurblut
und Knochenmark aufgeteilt und unter 21% sowie 5% Sauerstoff kultiviert. Aus allen
Knochenmarkspenden konnten Kolonien unter 5% und 21% O, generiert werden. Dies
entspricht einer Generierungsfrequenz von 100%. Von einem NSB konnten sowohl unter 5%
als auch unter 21% O, Kolonien etabliert werden. Unter 5% O, konnten vier CB-H Linien und
drei KM-H Linien generiert werden. Die Grafik in Abbildung 8 A zeigt reprasentativ die
Wachstumskinetik einer aus NSB (CB-H 4) und KM (KM-H 1) unter 5% O, generierten und

kultivierten Linie. KM-H Linien zeigten eine langsamere Zunahme der CPD als CB-H Linien.

USSC durchliefen durchschnittlich maximal 57,83 CPD (+/- 6,58; n=6), CB-MSC maximal
47,6 CDP (+/- 11,67; n=5) und klonale Populationen maximal 51,54 CPD (+/- 3,29; n=11).
CB-H Linien wurden durchschnittlich 119 Tage kultiviert und erreichten maximale CPD Werte
von 48,71 (+/- 12,6; n=4). KM-MSC wurden zwischen 71 und 125 Tagen kultiviert und
durchliefen in dieser Zeit maximal 27,05 CPD (+/- 5,21; n=15), KM-H Linien erreichten in 70
bis 109 Tagen Zellkultur (J 91 Tage) maximal 29,55 CPD (+/- 9,54 n=3) (Abb.8 B).
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Aus Nabelschnurblut generierte Populationen erreichten ahnliche maximale CPD Werte und
zeigten eine analoge Wachstumskinetik. KM-MSC und KM-H Linien wiesen eine langere
Populationsverdopplungszeit auf, durchliefen durchschnittlich weniger Passagen und
erreichten dadurch insgesamt geringere maximale CPD Werte im Vergleich zu Populationen

aus Nabelschnurblut.

Der Wachstumsverlauf von drei USSC, drei CB-MSC, vier CB-H Linien, drei KM-MSC und
drei KM-H Linien unter verschiedenen Kulturbedingungen wurde untersucht. Wie die
umgebende Sauerstoffkonzentration die Wachstumskinetik von USSC 2, CB-MSC 1,
CB-H 1-4, KM-MSC 4 und KM-H 1 beeinflusst, ist in Abbildung Il Anhang dargestellt.

Insgesamt zeigte sich kein Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die Wachstumskinetik
von USSC und CB-MSC. CB-H Linien proliferierten unter beiden Bedingungen stark, die
durchlaufenen maximalen CPD bei der Kultivierung unter 5% Sauerstoff betrugen
durchschnittlich 3 (+/- 0,4) CPD mehr als unter 21% O, (vergleiche Abb.Il B Anhang). Wurde
eine KM-MSC spatestens ab Passage 4 unter 5% O, kultiviert, so verlangerte sich ihre
Wachstumsdauer um mindestens 1 Passage (9 2,5 CPD) im Vergleich zur Kultivierung unter
21% O,. KM-MSC und KM-H Linien, die parallel unter 5% und 21% O, generiert und kultiviert

werden konnten, zeigten einen ahnlichen Wachstumsverlauf (vergleiche Abb.ll C Anhang).

3.1.3 Seneszenz und Telomerlangen

Um die progrediente replikative Seneszenz der Zellen zu ermitteln, wurden diese fixiert und
mit X-Gal inkubiert. Bei seneszenten Zellen setzte das Seneszenz-assoziierte Enzym
senescence associated beta-gal (SA-B-Galaktosidase) sein kiinstliches Substrat X-Gal zu
einem Indigo-Komplex um, der diese Zellen blau erscheinen lie. Der pH-Wert der
Farbelésung der Positivkontrolle (pH 4) bewirkte den Umsatz von X-Gal durch die
lysosomale B-Galaktosidase in allen Zellen. Unter dem Lichtmikroskop wurde der Anteil

seneszenter Zellen ausgezahlt und dokumentiert.

Zur Untersuchung der Telomerldngen wurde die isolierte, verdaute und elektrophoretisch
aufgetrennte DNA auf eine Membran Ubertragen und mit Hilfe von Chemilumineszenz
detektiert. Die interne Kontroll-DNA des Assays (L und H) und die Verwendung einer DNA-
Leiter fur kleine Molekulargewichte (M) ermoglichten die einheitliche densitometrische

Auswertung am Computer.
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Abb.9: Replikative Seneszenz der Stromazellen in vitro. Lichtmikroskopische Aufnahmen von mit
X-Gal-inkubierten Zellen. MSC aus Knochenmark (A, B), Nabelschnurblut (D, E) und klonale Zellen
aus Nabelschnurblut (G, H) wurden fixiert und die Seneszenz-assoziierte (3-Galaktosidase durch X-
Gal visualisiert. Abbildungen 9 (C, F, ) zeigen die jeweiligen Positivkontrollen.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen in Abbildung 9 einer aus Knochenmark, einer aus
Nabelschnurblut generierten Zelllinie und einer klonalen USSC nach X-Gal Inkubation sind
charakteristisch. Der Anteil an seneszenten Zellen nahm bei allen getesteten Zelllinien
(USSC n=5, CB-MSC n=6 und KM-MSC n=6) mit der Anzahl der Passagen zu.

In Passage 2 (17 CPD) betrug der Anteil an seneszenten Zellen der gezeigten KM-MSC
10%. Der Prozentsatz seneszenter Zellen stieg in Passage 7 (26 CPD) auf 80% an.
Abbildung 9 C zeigt die Positivkontrolle der KM-MSC. Von 100 Zellen der USSC wiesen
nach 30 CPD (Abb.9 D) 23 Zellen Seneszenz-assoziierte B-Galaktosidase auf. Nach 36 CPD
(Abb.9 E) stieg der Anteil seneszenter Zellen auf 33%. Abbildung9F zeigt die
Positivkontrolle der USSC. Die Zellen der getesteten klonalen Linie zeigten nach 45 CPD
und neun Passagen nur geringe Anzeichen von replikativer Seneszenz, wohingegen nach
weiteren 3 CPD in Passage 11 in fast 100% der Zellen das Seneszenz-assoziierte Enzym
SA-B-Galaktosidase aktiv war. Andere Arbeiten unserer Gruppe konnten zeigen, dass
klonale Zellpopulationen im Vergleich zur Ursprungszelllinie in der gleichen Passage
durchschnittlich mehr CPD durchlaufen hatten. Korrelierend dazu war der prozentuale Anteil
seneszenter Zellen in klonalen Zellpopulationen hdéher, als in der Ursprungszelllinie in der

gleichen Passage **'"".

Alle Zellpopulationen zeigten eine progrediente replikative Seneszenz. Obgleich KM-MSC

geringere CPD durchlaufen hatten, wiesen sie durchschnittlich eine prozentual hdhere

Anzahl seneszenter Zellen auf als USSC und CB-MSC, sowie deren klonale Populationen.
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Abb.10: Auswertung des Telomerlangen-Assays. In Abbildung A ist die Southern Blot Membran
der densitometrischen Auswertung einer KM-MSC und zwei USSC dargestellt. (L: Low molecular
weight DNA Control, H: High molecular DNA Control, M: Low molecular weight ladder). Abbildung B
zeigt die durchschnittlichen terminale Restriktionsfragmentldngen von USSC (n=3), CB-MSC (n=3),
CB-H Linien (n=4) und KM-MSC (n=5) nach 30 durchlaufenen CPD mit jeweiliger
Standardabweichung.

Von drei USSC, drei CB-MSC, vier CB-H Linien und finf KM-MSC wurden in verschiedenen
Passagen die durchschnittlichen terminalen Restriktionsfragment (TRF) Langen [kbp]
bestimmt (vergleiche Abb.lll Anhang). Abbildung 10 A zeigt eine Southern Blot Membran, die
zur densitometrische Auswertung verwendet wurde. USSC und CB-MSC zeigten nach 30
durchlaufenen CPD durchschnittliche TRF Langen von 11,43 beziehungsweise 10,63 kbp.
CB-H Linien zeigten TRF Langen von 9,62 kbp. KM-MSC hatten nach 20 CPD eine
durchschnittliche TRF Lange von 9,90 kbp, die nach weiteren 10 CPD um 1,14 kbp auf 8,76
kbp abnahm (Abb.10 B). USSC zeigten auch nach doppelt so vielen CPD (40 CPD) noch
langere TRF Langen (10,98 kbp) als die KM-MSC nach 20 durchlaufenen CPD. Zusatzlich
wurden von vier klonalen Zelllinien einer USSC in jeweils einem Wachstumsstadium die
durchschnittliche TRF Lange ermittelt (vergleich Abb.Ill Anhang). Die durchschnittlichen TRF
Langen variierten innerhalb der klonalen Linien und im Vergleich zur Ursprungszelllinie

gering. Sie nahmen mit zunehmenden durchlaufenen CPD ab.

Von zwei USSC, zwei CB-MSC, vier CB-H Linien und einer KM-MSC Zelllinie, die spatestens
ab Passage vier unter 5% O, und 21% O, kultiviert wurden, wurde die durchschnittlichen
TRF Langen an mindestens drei Zeitpunkten zwischen Passage vier bis 15 ermittelt. Die
durchschnittiche Abnahme der TRF Lange variierte zwischen 0,010 und 0,381 kbp/ PD.
USSC zeigten unter 21% O, eine Abnahme von 0,159 kbp (+/- 0,076 kbp) und unter 5% O,
von 0,150 kbp (+/- 0,016 kbp) pro PD, wahrend sich die Abnahme pro PD bei CB-MSC unter
21% O, auf 0,145 kbp (+/- 0,02 kbp) respektive unter 5% O, auf 0,146 kbp (+/- 0,033 kbp)
belief. Auch CB-H Linien zeigten unter 5% O, eine dhnliche Abnahme der TRF Lange pro PD
(0,111 +/- 0,072 kbp) wie unter 21% O, (0,129 +/- 0,056 kbp). In der KM-MSC reduzierten
sich die TRF Langen pro PD um durchschnittlich 0,136 kbp in 21% O, und 0,102 kbp in 5%
0..
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Uber die Passagen zeigte sich in allen Populationen unter 5% und 21% O, eine terminale
Abnahme der TRF Langen. Die durchschnittiche Abnahme der TRF Lange variierte
zwischen den Populationen, aber nur geringfligig innerhalb einer Population unter

verschiedenen Sauerstoffbedingungen.

3.1.4 Genexpression

Die Einteilung der Zellpopulationen aus Nabelschnurblut fand aufgrund der Expression von
DLK1 statt, da sich die Populationen morphologisch und immunphanotypisch nicht
voneinander unterscheiden .
CB-MSC kaum eine DLK1-Expression detektiert werden konnte (vergleich Abb.IV A

Anhang). Klonale Linien der DLK17-positiven USSC zeigten eine uneinheitliche DLK1

USSC zeigten eine DLK171-Expression, wohingegen in

Expressionsstarke. Die getesteten KM-MSC zeigten unterschiedlich starke Expressionen fir
DLK1. In den Populationen, die unter physiologischen Bedingungen bei 5% Sauerstoff
generiert werden konnten, variierte die Genexpression von negativ (CB-H 3) bis leicht positiv
(CB-H 1, CB-H 2 und CB-H 4).

USSC, CB-MSC, und CB-H Linien wurden zu verschiedenen Zeitpunkten auf die Expression
von Stammzellmarkern, TERC und TERT untersucht. Alle untersuchten Zelllinien waren
positiv flr die konstitutiv exprimierte Untereinheit der Telomerase und MYC. In keiner der
untersuchten Zellen konnte eine Expression von NANOG, POU5F1, SOX2 oder TERT
gemessen werden (vergleich Abb.IV B Anhang). Dies stimmte mit vorherigen Ergebnissen
unserer Arbeitsgruppe Uberein. Weder in USSC und CB-MSC Linien noch in primaren
Kolonien, klonalen Populationen oder unter 5% O, kultivierten Zellen
konnten die embryonalen Stammzellmarker NANOG, POU5F1, SOX2 oder TERT detektiert
werden "#'* Um die Sensitivitat zu erhdhen, wurden auBer der RT-PCR Analyse fiir die
TERT Expression auch real-time PCR durchgefihrt, die die vorherigen Ergebnisse
bestatigten (vergleich Abb.IV D Anhang).
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3.1.5 Differenzierungspotential

Um das adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierungspotential der Zellen zu
testen, wurden spezifische Differenzierungsprotokolle angewandt und durch gewebetypische

Farbungen ausgewertet (siehe Kapitel 2.2.2).

Die adipogene Differenzierung wurde nach 21 Tagen durch Ol-Rot Farbung tberprift. Der

Farbstoff farbt Fette in Lipidvakuolen rot an.
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Abb.11: Adipogene Differenzierung. Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit Ol-Rot geféarbten
Zellen nach 21-tagiger adipogener Differenzierung (+) und nicht induziert (-). Der MalRstab betragt
200 ym.
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Abbildungen 11 A-D zeigen je drei Linien der NSB-Zellpopulationen USSC (A), CB-MSC (B),
klonale USSC (C) und CB-H Linien (D) nach adipogener Induktion (+) und je Zellpopulation
beispielhaft eine Linie nicht induziert (-) nach OI-Rot Farbung. Lichtmikroskopische
Aufnahmen der Zelllinien KM-MSC 4, KM-MSC 5, KM-MSC 6 und KM-H 1 nach adipogener
Differenzierung und OI-Rot Farbung sind in Abbildung 11 E und F zu sehen.

USSC =zeigten keine Bildung von Fettvakuolen. CB-MSC variierten zwar in der
Auspragungsstarke ihrer Differenzierbarkeit, bildeten jedoch alle Lipidvakuolen, wie die
Ol-Rot Farbung =zeigte. Klonale USSC wiesen kein adipogenes Potential auf.
Untersuchungen des adipogenen Differenzierungspotentials klonaler CB-MSC zeigten, dass
ihr Differenzierungspotential im Vergleich zur Ursprungszelllinien heterogen ist **'"". Ein
ubiquitéres, adipogenes Potential der getesteten KM-MSC in vitro liel sich durch positive
Ol-Rot Farbungen nach Differenzierung nachweisen. Nur eine der vier getesteten CB-H
Linien (CB-H3) besaR ein durch Ol-Rot Farbung nachweisbares, adipogenes

Differenzierungspotential. KM-H Linien zeigten eine starke Differenzierung.
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Im Verlauf der positiven osteogenen Differenzierung bilden die Zellen eine kalzium- und
phosphathaltige extrazelluldre Matrix. Der Nachweis erfolgte mit Alizarin-Rot, welches
Kalziumeinlagerungen rot anfarbt, und Silbernitrat in der von Kossa-Farbung, das dem
Nachweis von extrazellularem Phosphat dient. Ein Teil der Zellen wurde parallel in

Negativmedium kultiviert und ebenfalls gefarbt.
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Abb.12: Osteogene Differenzierung. Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit Alizarin gefarbten
Zellen nach 14-tagiger osteogener Differenzierung (+) und nicht induziert (-). Der MalRstab betragt
200 pm.

Abbildung 12 A-D zeigen die NSB-Zellpopulationen USSC 1-3 (A), klonale USSC 1-3 (B)
CB-MSC 1-3 (C) und CB-H Linien 1-3 (D) osteogen differenziert (+) und je Zellpopulation
beispielhaft eine Linie nicht induziert (-) nach Alizarin-Farbung. Lichtmikroskopische
Aufnahmen von KM-MSC 4-6 und KM-H 1 nach osteogener Differenzierung und
Alizarin-Farbung sind in Abbildung 12 E und F zu sehen.
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Alle untersuchten USSC wiesen eine starke Alizarin-Farbung auf und zeigten durchgehend
eine starke von Kossa-Farbung (vergleiche Abb.V Anhang). CB-MSC variierten in ihrer
Differenzierbarkeit, was sich sowohl durch Alizarin-Farbung als auch durch von

Kossa-Farbung zeigte.

Das osteogene Differenzierungspotential klonaler Populationen variierte ebenfalls. Mehrere
klonale Linien einer USSC wiesen ein starkes osteogenes Potential auf, wahrend andere
Klone der gleichen Ursprungszelllinie geringeres Potential aufwiesen. Das osteogene
Potential der KM-MSC in vitro lieR sich in allen getesteten Linien durch positive Farbungen
nachweisen. Insgesamt konnten alle unter Standard-Zellkulturbedingungen (21% O,)

generierten Populationen in vitro osteogen differenziert werden.

Eine der vier getesteten CB-H Linien (CB-H 3) durchlief wiederholt keine durch Farbung
nachweisbare osteogene Differenzierung. Die KM-H 1 Linie zeigte osteogenes
Differenzierungspotential.
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Aufgrund der Differenzierungsunterschiede innerhalb der unter 5% O, generierten
Zellpopulationen wurde diese naher untersucht. Die Differenzierungen wurde unter 5% O,
wiederholt (5% O, -> 5% O,). Des Weiteren erfolgten auch Differenzierungen nach vier
Tagen Prakonditionierung (5% O, -> 21% O, bzw. 21% O, -> 5% O,) und durchgehend unter
Standard-Zellkulturbedingungen (21% O, -> 21% O,).

Ol-Rot Farbung

5%0, > 5%0, 5%0,— 21%0, 21%0,—5%0, 21%0,— 21%0,

v

-

Abb.13: Adipogene Differenzierung der physiologisch generierten Zellpopulationen.
Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit OI-Rot gefarbten Zellen nach 21-tagiger adipogener
Differenzierung unter verschiedenen Bedingungen. Der Maf3stab betragt 200 pm.

Eine der vier, unter physiologischen Bedingungen generierten Linien aus Nabelschnurblut
(CB-H 3), war in der Lage unter allen Bedingungen Fettvakuolen auszubilden. Die anderen
drei Linien (CB-H 1,2 und 4) wiesen kein adipogenes Differenzierungspotential auf.
Abbildung 13 zeigt beispielhaft CB-H 2. Die KM-H Linien zeigten alle ein unterschiedlich
starkes, aber unter den verschiedenen Bedingungen gleichbleibendes adipogenes

Differenzierungspotenzial (Abb.13).
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Von Kossa Farbung
5% 0, — 5%0, 5%0,— 21%0, 21%0,—5%0, 21%0,— 21% 0,

KM-H 1 CB-H 3 CB-H 2

KM-H 2

Abb.14: Osteogene Differenzierung der physiologisch generierten Zellpopulationen.
Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit Silbernitrat gefarbten Zellen nach 14-tégiger osteogener
Differenzierung unter verschiedenen Bedingungen. Der Maf3stab betragt 200 um.

CB-H 1,2 und 4 waren in der Lage unter allen Bedingungen osteogen zu differenzieren.
Abbildung 14 zeigt beispielhaft CB-H 2. CB-H 3 zeigte kaum osteogenes
Differenzierungspotential. KM-H Linien zeigten ein sehr schwaches, aber unter den

verschiedenen Bedingungen konstantes Potential zur osteogenen Differenzierung (Abb.14).
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Abb.15: Pelletkultur der Zellen in 15 ml Polyethylenréhrchen. 2x10° Zellen wurden in 350 i
Differenzierungsmedium zentrifugiert und kultiviert (A). Die Zellen bildeten dabei Pellets (B, Pfeil), die
an verschiedenen Zeitpunkten der Differenzierung vermessen wurden (C).

Vorangegangene Resultate unserer Gruppe zeigten, dass der transforming growth factor 8 1
(TGF-B1) eine wichtige Rolle wahrend der chondrogenen Differenzierung von USSC,
CB-MSC und KM-MSC in vitro spielt. Wenngleich TGF-81 von CB-MSC und KM-MSC
bereits nativ stark exprimiert wurde, konnten nach chondrogener Differenzierung ohne
externe Zugabe von TGF-B1 nur sehr wenige und nach Differenzierungen mit
TGF-B1-Inhibitor keine Proteoglykane nachgewiesen werden. Der Vergleich von
Differenzierungen mit Zugabe von TGF-1 und TGF-B3 ergab, dass Zellen in

Differenzierungen mit TGF-B1 deutlich besser kondensierten '’°.

Die im Monolayer expandierten MSC wurden unter dem Einfluss von TGF-f1 im
dreidimensionalen Zellverband (Pelletkultur) in vitro chondrogen induziert (Abb.15 A). Es
wurden n=3 USSC (USSC 1-3), CB-MSC (CB-MSC 1-3), KM-MSC (KM-MSC 1-3) und n=4
CB-H Linien (CB-H Linie 1-3) zur chondrogenen Differenzierung eingesetzt. Von jeder
Zelllinie wurden 21 Pellets mit insgesamt 42*10° Zellen zeitgleich induziert. Von klonalen
Linien konnte aufgrund der geringen zur Verfugung stehenden Zellzahl keine Pelletkultur
durchgeflhrt werden. Alle Zellpopulationen bildeten innerhalb von 24 Stunden stabile Pellets
(Abb.15 B und C).

Die Pellets wurden 7, 14 und 21 Tage nach Beginn der Differenzierung am AVISO
CellCelector™ vermessen. Dabei wurden Flache und Durchmesser bestimmt um den Verlauf

der Kondensation nachzuvollziehen (vergleiche Abb.VI Anhang).
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2x10° Zellen wurden je Pellet fiir die dreidimensionale Kultur wahrend der chondrogenen
Differenzierung eingesetzt. Nach 21 Tagen Differenzierung wurden 6 ym dunne Schnitte
angefertigt. Die Zellen lagen im Zellverband dicht beieinander und die Schnitte lieRen wenige
Hohlrdume erkennen. Der histochemische Nachweis von Proteoglykanen der extrazellularen
Matrix erfolgte durch Safranin-O/ Fast Green Farbung der Schnitte. Proteoglykane
erscheinen nach Farbung rot-orange (vergleiche Pfeile Abb.16). Die Farbintensitat ist dabei

proportional zum Proteoglykangehalt.
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Abb.16: Chondrogene Differenzierung. Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen Safranin-O/
Fast Green gefarbter Schnitte. Als Kontrolle wurde humaner hyaliner Knorpel gefarbt (A). USSC 2 (B),
CB-MSC 1 (C), KM-MSC 3 (D) und die vier CB-H Linien CB-H1 (E), CB-H2 (F), CB-H 3 (G),
CB-H4 (H) wurden nach 21 Tagen dreidimensionaler Pelletkultur geschnitten, gefarbt und
dokumentiert. Der Mal3stab betragt 100 pm.

In Abbildung 16 B-D ist zu erkennen, dass USSC, CB-MSC und KM-MSC nach 21 Tagen
chondrogener Differenzierung Proteoglykane sezernierten (rote Farbung/ Pfeile). Die Bilder
der USSC 2, CB-MSC 1 und KM-MSC 3 sind reprasentativ fir jeweils drei getestete USSC,
CB-MSC und KM-MSC Linien. Diese Ergebnisse bestatigten friihere Resultate unserer
Gruppe, die gezeigt haben, dass alle drei Zelltypen in Differenzierungen mit TGF-B1 in der

Lage sind chondrogen zu differenzieren '"°.

Auch vier CB-H Linien (CB-H 1 — CB-H4) wurden chondrogen induziert. Mit den
Ergebnissen aus Abbildung VI E und F (siehe Anhang) Ubereinstimmend waren die Pellets
der CB-H 1 kleiner als die der anderen drei CB-H Linien. Beim Vergleich der Abbildungen
16 E-H ist ersichtlich, dass die Pelletschnitte von zwei der CB-H Linien, CB-H 2 (Abb.16 F)
und CB-H 4 (Abb.16 H) rote Farbung aufwiesen (Pfeile). Weniger Zellen der Linie CB-H 2
sezernierten Proteoglykane als Zellen der Linie CB-H 4. CB-H Linien zeigten kein

einheitliches chondrogenes Differenzierungspotential.
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3.2 Genexpressionsanalysen

3.2.1 Einfluss physiologischer Zellgenerierung auf die Expression mit

Differenzierung assoziierter Gene in undifferenzierten Zellen

Da die Zellpopulationen Unterschiede in ihrem Differenzierungspotential aufwiesen
(vergleiche Kapitel 3.1.4 Differenzierungspotential und Abb.11-14,16), wurde die Expression
der mit chondrogener und osteogener Differenzierung assoziierten Gene von DKK1, WIF1
und BMP4 sowie FOSL1, FOSL2, FGF2, FGF5, IGF1, SOX9, RUNX2, TWIST1, MSX2,
PTHLH und die Expression von COMP und COL10A1 in undifferenzierten USSC (n=2) und
CB-MSC (n=2) im Vergleich zu undifferenzierten CB-H Linien (n=4) und KM-MSC (n=1)
untersucht. Hierfir wurden real-time Analysen an USSC 1 und 2, CB-MSC 1 und 2 und den
CB-H Linien 1-4 durchgefihrt. Die undifferenzierte KM-MSC 4 diente als Kontrolle.

DKK1 WIF1 BMP4

5.0410" 5

4.0:10" 4

3.0:10° 4

2.0:10" 4

1.0<10" 4 I_I
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1.0:10""
5.0.:107 4

0

Abb.17: Gene deren Expression mit dem chondrogenen und osteogenen
Differenzierungspotential von Vorlauferzellen verbunden sind. Real-time PCR Analysen.
Dargestellt sind die relativen Genexpressionen.
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Die Expression von Dickkopf-related protein 1 (DKK1) wurde in USSC kaum detektiert,
wahrend die einzelnen CB-MSC, ahnlich wie die CB-H Linien, DKK1 unterschiedlich stark
exprimierten.

Wnt inhibitory factor 1 (WIF1) wurde gering von CB-MSC und sehr unterschiedlich stark
von CB-H Linien exprimiert.

Bone morphogenetic protein 4 (Bmp4) wird von proliferierenden, differenzierenden und
hypertrophen Chondrozyten exprimiert. Seine Expression wurde in einer CB-H Linie
(CB-H 4) stark detektiert (> 1,8-fach im Vergleich zur KM-MSC), die Expression in den
anderen Linien und Zellpopulationen war im Vergleich zur KM-MSC geringer (Abb.17).
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Abb.18: Gene deren Expression Proliferation und Kondensation der MSC sowie deren
Differenzierung zu Chondroprogenitorzellen steuern. Real-time PCR Analysen. Dargestellt sind
die relativen Genexpressionen.

Die fur eine effiziente Knorpelentwicklung essentiellen Gene Fos-like-Antigene 1 und 2
(FOSL1 und FOSL2) wurden von allen Zellpopulationen exprimiert (0,4- 3,8-fach so stark
wie in KM-MSC).

Fibroblast growth factors 2 und 5 (FGF2, FGF5), welche wichtig sind flr den Prozess der

Proliferation und Reifungen von Chondrozyten '

, wurden in allen getesteten Linien
detektiert, auffallend stark in CB-MSC 2. Sie zeigte eine mehr als 7- beziehungsweise

13-fach starke Expression von FGF2 respektive FGF5 als KM-MSC.

Der Insulin-Like Growth Factor 1 (Igf1) ist zu Beginn der Knorpelbildung wichtig fur die
Reifung der Chondroblasten, deren Proliferation und das Sekretieren der extrazelluléare
Knorpelmatrix im Anschluss an die Kondensation. USSC, CB-MSC und CB-H Linien
exprimierten IGF1 im undifferenzierten Zustand gering.

Einer der ersten Marker, der von kondensierenden MSC vor und wahrend der
Chondrogenese exprimiert wird, ist Sry-box 9 (SOX9). Die SOX9-Expression schwankte
innerhalb der Populationen stark. USSC wiesen eher geringe Expressionswerte auf
(0,5- 1,5-fach im Vergleich zu KM-MSC), wahrend die SOX9-Expression einer CB-MSC und
einer CB-H Linie (CB-MSC 1 und CB-H 4) die der KM-MSC um mehr als das 4-fache
Uberstieg (Abb.18).
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Abb.19: Gene die bei der Differenzierung der Chondrozyten iiber pra-hypertrophe und
hypertrophe Chondrozyten zu ausdifferenzierten Chondrozyten von Bedeutung sind. Real-time
PCR Analysen. Dargestellt sind die relativen Genexpressionen.

CB-l
CB-

Runt related transcription factor 2 (Runx2) wird in Chondrozyten exprimiert und initiiert die

Hypertrophie. RUNX2 wurde von allen Populationen exprimiert.

Die Expression der RUNX2 Inhibitoren homolog of Drosophila twist 1 (TWIST1) und
homolog of Drosophila muscle segment homeobox 2 (MSX2) ""'"® wurde ebenfalls
bestimmt (Abb.19).

Beim Vergleich der Expressionswerte ist eine inverse Korrelation zwischen den Werten fiir
RUNX2 und TWIST1 bei USSC und CB-MSC, nicht jedoch bei den CB-H Linien zu
erkennen.

_
Unreife Hypertrophe

—
Chondrozyten Chondrozyten

Abb.20: Model zur Reifung von Chondrozyten. Abbildung modifiziert nach Dong et al. e,

In der Chondrozytenreifung geht das Ansteigen der Runx2-Genexpression mit einer
abnehmenden Twist1-Expression einher (Abb.20) "°. MSX2 wurde 5- 6-mal starker in USSC
als in KM-MSC exprimiert, nur sehr schwach in CB-MSC (< 0,06-fach im Vergleich zu
KM-MSC) und stark verschieden in den CB-H Linien. Hier variierte die Expressionsstarke
von 0,6- 12,5-fach so stark wie in KM-MSC.
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CB-H 2 zeigte die starkste Expression des Genes parathyroid hormone-like hormone
(PTHLH), welches vorwiegend in pra-hypertrophen und hypertrophen Chondrozyten

exprimiert wird.

Runx2 bindet und aktiviert Collagen type 10 alpha 1 (Col10A1). Cartilage oligomeric
protein (COMP) (Bestandteil der extrazellularen Matrix von Chondrozyten) und COL710A1
(Marker der Hypertrophie) wurden nur von der Linie CB-H 2 exprimiert, welche auch die

hochste RUNX2 Expression von allen getesteten Linien aufwies.

Die Normalisierung zu einem willkirlich festgelegten Referenzgen kann zu signifikanten
Fehlern bei der Analyse und so zu Falschaussagen Uber die Genexpression flihren. Fr
einen semiquantitativen Nachweis mittels real-time PCR wurde mit Hilfe der geNorm
VBA-Anwendung flir Microsoft Excel ein passendes Referenzgen ermittelt, um
methodenbedingte Schwankungen, welche durch Unterschiede in der RNA-Ausgangsmenge
sowie Unterschiede in der Effizienz der reversen Transkription entstehen kdnnen,

auszuschlieRen. Das stabilste Gen war RPL13A.

3.2.2 Affymetrix Arrays

Erste Erkenntnisse grundlegender Genexpressionsmuster wurden aus Microarray-Analysen
mittels GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 Array, die das RNA-Expressionsmuster
von drei USSC (USSC 2, USSC 4 und USSC 5) und zwei CB-MSC (CB-MSC 1 und
CB-MSC 4) erfassten, gezogen. Hierbei wurden Uber Sonden mehr als 54.500 Werte
ermittelt. Beim Vergleich von USSC zu CB-MSC zweifach unterschiedlich exprimierte Gene
wurden durch einen ungepaarten t-Test mit einer FDR (False discovery rate) von 10% in
einer Liste der regulierten Kandidatengene zusammengefasst. Beim Vergleich von USSC zu
CB-MSC zeigten sich 271 Gene als signifikant unterschiedlich exprimiert. 158 wurden starker
in USSC exprimiert, CB-MSC exprimierten 113 Gene starker. Die Daten der 271
unterschiedlich exprimierten Gene der Affymetrix Arrays dienten als Grundlage fir eine
DAVID Functional Annotation Chart Analyse (DAVID Bioinformatics Resources 6.7). Die
DAVID Analyse ergab eine Einordnung der signifikant unterschiedlich exprimierten Gene
zwischen USSC und CB-MSC in Gene Ontology (GO) Terms '® fiir entwicklungsbiologische
Prozesse und Transkriptionsfaktoren. Bei der Analyse werden Gene, die dieselbe Funktion
austiben oder am selben Signalweg beteiligt sind und dabei vermehrt in der Liste von

Interesse vorkommen, in GO Terms zusammengefasst.
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In den 10 GO Terms mit den geringsten Uberschreitungswahrscheinlichkeiten (Tab.6 p-value
4,1x10™ bis 6,27x10'9) fanden sich mehr als 15 HOX-Gene. Unter anderem HOXA3, HOXA4,
HOXAS5, HOXA9, HOXA10, HOXA11, HOXB6, HOXB7, HOXC6, HOXC9, HOXC10 und
HOXD8. Dies wurde zum Anlass genommen, die Genexpression der 39 humanen
HOX-Gene mittels RT-PCR in USSC und CB-MSC zu untersuchen '®.

Tab.6: TOP10 GO Terms der DAVID Analyse. Aufgelistet sind die 10 GO Terms mit den geringsten
p-value Werten beim Vergleich der Microarray-Analysen von USSC und CB-MSC.

ID: Name: Ontologie:
11 G0:0043565 sequence-specific DNA binding Molecular Function
2(G0:0003700| sequence-specific DNA binding transcription factor activity | Molecular Function
3|/ G0O:0030528 transcription regulator activity Molecular Function
41G0:0007275 multicellular organismal development Biological Process
5(G0:0032502 developmental process Biological Process
6[G0:0032501 multicellular organismal process Biological Process
7/G0:0009653 anatomical structure morphogenesis Biological Process
8[/G0:0048856 anatomical structure development Biological Process
9/G0:0009887 organ morphogenesis Biological Process
10| GO:0001501 Skeletal system development Biological Process

3.2.3 Homeobox Genexpressionsmuster

Die durch Hox-Gene kodierten Transkriptionsfaktoren sind sowohl bei der Embryogenese %,
als auch im adulten Organismus bei der Zuweisung von Position und Identitat neugebildeter
Zellen von Bedeutung '®. Zur Untersuchung der HOX-Genexpression wurden RT-Analysen

mit Primern fiir alle 39 humanen HOX-Gene durchgefiihrt '*°.

M A1 A2 A3 A4 A5 A6 AT A9 A10 A1 A3 M M B1 B2 B3I B4 B5 B6 B7 B8 B9 B13 M

Abb.21: HOX-Genexpressionsmuster. (A) Ergebnisse der gelelektrophoretischen Auftrennung der
PCR-Amplifikate fir das HOX A- und B-Cluster am Beispiel einer KM-MSC. Die GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) Genexpression wurde zur Kontrolle und zur
Vergleichbarkeit der Proben ermittelt. (B) Zuteilung von Expressionsstarken zu Bandenstarken in der
RT-PCR.

Abbildung 21 zeigt die Ergebnisse einer RT-PCR Analyse beispielhaft fur das HOX A- und
B-Cluster einer KM-MSC. Den nach RT-PCR durch Agarose-Gel Elektrophorese ermittelten
Banden wurden Expressionsstarken zugeordnet, um einen Ubersichtlichen Vergleich der

Proben zu ermdglichen.
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Abb.22: Stromazellen aus Nabelschnurblut zeigten eine differentielle HOX-Genexpression.
(A) HOX-Genexpression in Geweben (Leber, Hirn, Muskel, Knochen) und Zelllinien (Hela, HEK293)
oder Zellfraktionen (CD146°, CD34") sowie in differenzierten Zellen (Adipozyten, Fibroblasten). (B)
HOX-Genexpression in kultivierten, undifferenzierten MSC aus dem Nabelschnurblut und
Knochenmark. (C) Real-time PCR zur quantitativen Bestimmung der Genexpression. Die Expression
von HOXA9, HOXB7, HOXC10 und HOXD8 wurde in USSC, CB-MSC und KM-MSC ermittelt. NTERA
und HEK293 RNA diente als Kontrolle.

Es wurden RT-PCR Analysen von 11 Zell- und Gewebeproben zum Vergleich und zur
Kontrolle der Primer durchgefiihrt (Abb.22 A). Sie geben einen Einblick in die Vielfalt der
Hox-Genexpression ausdifferenzierter Gewebe und Zellen. Insgesamt wurden n=17 USSC,
n=9 CB-MSC und n=17 KM-MSC getestet. Fir die Primer der HOX-Gene B3, B8, C13 und
D12 konnten in keinem Versuch und bei keiner Kontrolle positive Ergebnisse erreicht
werden, sodass ihre Funktionstlchtigkeit fraglich ist. Sowohl CB-MSC als auch KM-MSC
zeigten eine HOX-Genexpression, USSC hingegen waren vorwiegend negativ (Abb.22 B).
Fir eine quantitative Bestimmung wurde zusatzlich die Expression der vier Gene HOXA9,
HOXB7, HOXC10 und HOXDS8 mittels real-time PCR in USSC 2 und 3, CB-MSC 1 und 3 und
KM-MSC 6 und 7 untersucht (Abb.22 C). Die real-time PCR bestéatigte die bisherigen

Ergebnisse.
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Die in Abbildung 22 gezeigte Tendenz der HOX-Genexpression ist charakteristisch fur alle
getesteten Linien der drei Zellpopulationen. CB-MSC und KM-MSC waren positiv fur die
getesteten Gene, wohingegen die Genexpression von USSC mit der, der NTERA
Kontrollzellen, Ubereinstimmte. Die HOX-positiven Populationen sind in sich uneinheitlich

und weisen ahnliche, aber nicht identische Muster auf.

Zusatzlich wurden insgesamt acht klonale Zelllinien von vier verschiedenen USSC, drei
klonale Linien einer CB-MSC und insgesamt sechs klonale Zelllinien von zwei KM-MSC
mittels RT-PCR Analysen Uberprift.

A M A A MA M AN MATAM AR Bl B R B E B B B BB BICI G GG O CIOCHO2CE DI D3 DI D2 D8 DD D1 D42 D13
CB-MBC

CB-MBC klonale Linie 1

CB-MSC kionale Linie 2

CB-MSC kionale Linie 3

B M A2 A2 M A A N M AT M AR B B2 B B4 B B BF I B B2CL O CE 32 09 CiCH C2Cce 1 D2 D4 B2 I8 DU D11 312 D12

KM-MSC 4
KM-MSC 4 klonale Linie 1

KM-MSC &
KM-MSC & klonale Linie 1
KM-MSC & klonale Linie 2
KM-MSC & klonale Linie 3
KM-MSC 5 klonale Linie 4
KM-MSC 5 klonale Linie &

Abb.23: HOX-Genexpression in klonalen Linien. (A) HOX-Cluster einer CB-MSC sowie drei ihrer
klonalen Linien. (B) HOX-Cluster von zwei KM-MSC und dazugehdrigen klonalen Linien.

Alle acht klonalen Linien der vier HOX-negativen USSC wiesen ebenfalls keine
HOX-Genexpression auf (Daten nicht gezeigt). Die HOX-Genexpressionsmuster der drei
klonalen Linien einer CB-MSC ahnelten dem Muster der Ursprungslinie (Abb.23). Einige
Gene wurden nicht in allen Linien exprimiert (vergleiche Abb.23 Gene HOXB5 nur in Klon2,
HOXC5 nur in Klon1, HOXA10 und HOXD1 in Klon1 und Klon2). Die getesteten KM-MSC
und deren klonale Linien wiesen alle eine HOX-Genexpression auf. Bei den KM-MSC
wurden ebenfalls verschiedene Gene nur in einzelnen Linien exprimiert (HOXA13 in Klon5,
HOXD1 in KM-MSC5).

Insgesamt waren die Muster der Linien und ihrer jeweiligen Klone ahnlich. USSC und deren
klonale Linien waren vorwiegend HOX-negativ, CB-MSC und KM-MSC sowie klonale Linien

dieser Populationen waren HOX-positiv mit individuellen Unterschieden.
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Mit dem Ziel HOX-Gene zu identifizieren, die auch wahrend der Differenzierung in vitro
reguliert werden, wurden HOX-Cluster von Zelllinien vor und nach in vitro Differenzierung

verglichen.

A Adipogene Differenzierung

A A2 AS AL AS AE AT A1 AM Al AT B FD RI B4 PS5 KK T P M AD CE C5 CF Cf €1 CH CH CE CII DI DI D4 D DI DN DI Di2 DI3

USSC1

CB-MSC 2

KM-MSC 4

L DT BT BT
20 = 0=

B Osteogene Differenzierung

A1 A2 AS AL AS AC AT A3 AM Al AIZ E FD B3I B4 RS BC BT P M AT CL C5 CE Gl €3 CH CTM CE CII DI DI D4 DN DI DN DI DIZ D13

USSC 2

CB-MSC 2

KM-MSC 1
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Abb.24: Veranderungen der HOX-Genexpression durch in vitro Differenzierung. HOX-Cluster in
undifferenzierten im Vergleich zu invitro adipogen (A), osteogen (B) und chondrogen (C)
differenzierten Zellen. Dargestellt ist exemplarisch eine Linie je Zellpopulation.

HOX-negative USSC 1 und USSC 2 zeigten nach in vitro Differenzierung weiterhin keine
Expression der HOX-Gene (Abb.24 A und B). USSC 3, die an Tag 0 eine schwache
HOX-Genexpression aufwies, reduzierte diese deutlich von sechs exprimierten HOX-Genen
im Verlauf der osteogenen Differenzierung auf zwei verbleibende (HOXA4, B4; Daten nicht
gezeigt). In der chondrogenen Differenzierung wurde in USSC 3 die HOXB2 Expression
initiiert, wahrend die Expression der anderen HOX-Gene eingestellt wurde (Abb.24 C).

CB-MSC 2 exprimierte nach adipogener Differenzierung HOXAS5, A13, D8, C10, D10, D13
(Abb.24 A). Wahrend der osteogenen Differenzierung wurde die Expression der Gene
HOXA4-7, HOXC4-6, HOXDS8-9 in CB-MSC 1-3 aufrechterhalten oder hochreguliert.
Abbildung 23 B zeigt exemplarisch die Genexpression von CB-MSC 2.

KM-MSC 4 exprimierte nach adipogener Differenzierung kein HOXA1, B6 und B13 mehr,
aber HOXA6, B5 und C5 (Abb.24 A). KM-MSC 1 exprimierte von urspringlich 19
verschiedenen HOX-Genen an Tag 0 nach osteogener Differenzierung noch acht (HOXAS,
A7, C5-C10 und D8), keines davon aus dem B-Cluster.

Die Gene HOXAb-7, D8 und D10 wurden nach chondrogener Differenzierung noch in allen
getesteten CB-MSC und KM-MSC exprimiert, wahrend die Expression ausnahmslos aller
Gene des B- und C-Clusters runterreguliert oder eingestellt wurde (Abb.24 C).
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HOX-positive Zellpopulationen (CB-MSC und KM-MSC) exprimierten nach adipogener
Differenzierung einheitlich HOXAS, D8, C10 und D10. Insgesamt wurde die Expression der
HOX-Gene 4-10 der vier Cluster A-D in der osteogenen Differenzierung ubiquitdr eher
stabilisiert, wahrend die Gene 1-3 und 11-13 der Hox-Cluster zelllinienabhangig reguliert
wurden. In der chondrogenen Differenzierung kam es zu einer Abnahme der Expression der

Gene des B- und C-Clusters.
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Abb.25: Der Einfluss des Sauerstoffgehalts auf die HOX-Genexpression. HOX-Cluster von
Zelllinien die unter physiologischen Bedingungen generiert wurden (A) und die korrespondierenden
HOX-Genexpressionsmuster der Zelllinien nach 21-tdgiger Kultivierung in 21% Sauersoff (B).
Abbildung C zeigt die Expressionsmuster der HOX-Gene einer in 21% und 21 Tage in 5% O,
kultivierten USSC, CB-MSC und KM-MSC.

Alle getesteten unter 5% O, generierten Zelllinien exprimierten diverse Gene des A- und
D-Clusters (CB-H 1-4, KM-H 3). Gene des B-Cluster wurden von drei der CB-H Linien
(CB-H 1-3) in 5% O, nicht exprimiert, CB-H 2 exprimierte zudem keine Gene des C-Clusters
(Abb.25 A). Zwei der vier CB-H Linien (CB-H 1 und CB-H 2) stellten die HOX-Genexpression
nach 21-tagiger Kultivierung unter 21% O, fast vollstandig ein. CB-H 4 exprimierte unter

21% O, funf Gene nicht mehr und regulierte sieben weitere runter.

Die Expression der HOX-Gene A2, A7 und C5 wurde von CB-H 3 bei der Kultivierung unter
21% O, initiiert und sechs weitere Gene starker exprimiert, wahrend ausschliellich die

Expression von HOXA9 eingestellt wurde.

Die unter 5% O, generierte KM-H 3 Linie initiierte nach 21-tagiger Kultur in 21% O, die
Expression von HOXA1, regulierte sechs weitere Gene des A- und B-Clusters hoch (HOXA2,
A4-A6, B5 und B6) und senkte parallel die Expression von sieben Genen des C- und
D-Clusters (Abb.25 B).
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Die Expression der HOX-Gene in den getesteten Zelllinien die unter 21% O, generiert
wurden (USSC 1, CB-MSC 3 und KM-MSC 8), blieb anndhernd konstant nach Kultivierung
unter 5% O, (Abb.25 C).

3.2.4 Direkte Ko-Kultur

Es wurde der Einfluss der Ko-Kultur von HOX-positiven mit HOX-negativen Zelllinien auf die
HOX-Genexpression der HOX-negativen Zelllinien untersucht. Eine Ko-Kultur mittels
Transwells wurde durchgefiihrt, fuhrte aber zu keiner Veradnderung der HOX-Genexpression
in HOX-negativen Zelllinien (Daten nicht gezeigt). Die direkte Ko-Kultur wurde etabliert, um

den Zellen Zell-Zellkontakte zu ermdglichen.

Abb.26: Direkte Ko-Kultur einer Gfp-exprimierenden USSC mit einer CB-MSC. Reprasentative
lichtmikroskopische (A+C) und entsprechende fluoreszenzmikroskopische (B+D) Aufnahmen der
direkten Ko-Kultur 4 Stunden (A+B) und 6 Tage (C+D) nach Zusammenfiihrung. Der Maf3stab betragt
200 pm.

Die Linie USSC 2 pPCL6IEGwo, die lentiviral vermittelt eine Gfp-Expression aufwies,
exprimierte vor der direkten Ko-Kultur keine HOX-Gene. Die HOX-Genexpression der
HOX-positiven CB-MSC 1 und KM-MSC 4 wurde vor Ko-Kultur bestimmt (CB-MSC 1_1 und
KM-MSC 4-1). Die Zellen wurden aufgeteilt und ein Teil der Zellen jeder Zelllinie separat
kultiviert (CB-MSC 1_2 und KM-MSC 4_2) und zu einem anderen Zeitpunkt erneut auf ihre
HOX-Genexpression getestet. CB-MSC 1 zeigte keine Genexpression mehr von 5
HOX-Genen (HOXA4, A11, B9, D1 und D3) initiilerte aber die Expression von HOXA9, D4
und D9. KM-MSC 4 exprimierte kein HOXA6, A10, B5 mehr, initiierte die Expression von
HOXA1, A9, B13, C8, D1 und D8. Der andere Teil der CB-MSC 1 (Abb.26 A-D) oder
KM-MSC 4 wurde 6 Tage mit USSC 2 pCL6IEGwo zusammen ko-kultiviert.
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Abb.27: HOX-Genexpression vor und nach Ko-Kultur. Die Zelllinien wurden vor der direkten
Ko-Kultur auf ihre HOX-Genexpression getestet. HOX-positive Zelllinien wurden wiederholt getestet.
Nach Ko-Kultur wurde der HOX-Code der Gfp-positiven Fraktion untersucht (A). Abbildung B zeigt
Auswertungen der Titrationsreihen mit USSC 2 und CB-MSC 1 zur Bestimmung der Sensitivitat der
PCR.

Sechs Tage nach Zusammenfiihrung wurden die Zellen im Durchflusszytometrie-Labor des
Institutes flr Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika Uniklinik Dusseldorf nach
Gfp-Expression sortiert. Die Gfp-positive USSC-Fraktion (Reinheit > 99%) wurde auf ihre

HOX-Genexpression untersucht.

Nach Ko-Kultur mit CB-MSC 1 beziehungsweise KM-MSC 4 wurde die Expression von 15
respektive 16 HOX-Genen mittels RT-PCR in der Gfp-positiven USSC-Fraktion
nachgewiesen. Die Expression der elf Gene HOXA2, A4, A5, A7, B6-7, C4-6, C10 und D8
wurde nach beiden Ko-Kulturen detektiert. Nach der Ko-Kultur mit CB-MSC 1 wurden zudem
HOXA9, B5, B9 und D9 detektiert. Die Ko-Kultur mit KM-MSC 4 hatte eine Detektion der
Gene HOXA10, C9, D1, D4 und D10 zur Folge (Abb.27). Es wurden keine Expression von
HOX-Gene detektiert, die nicht zuvor auch in den HOX-positiven CB-MSC 1 oder KM-MSC 4

gemessen wurde.

Um eine Verunreinigung der Gfp-positiven Fraktion mit CB-MSC oder KM-MSC als Ursache
fur die Detektion von HOX-Genen auszuschlieRen, wurde die Sensitivitdt in der RT-PCR
bestimmt. Dazu wurden Titrationsreihen mit USSC 2 und CB-MSC 1 durchgefiihrt. Bei einer
1:5 Verdiinnung der CB-MSC 1 mit USSC 2 Zellen wurde die Expression von 19 der 21 in
CB-MSC 1 exprimierten HOX-Gene mittels RT-PCR Analysen nachgewiesen. Eine CB-MSC
Zelle unter 1000 USSC Zellen fuhrt zur Detektion von zwei verbleibenden HOX-Gene
HOXA10 und C10 (Abb.27 B).

HOX-positive Zelllinien variierten in Auswahl und Anzahl an HOX-Genen in in vitro Kultur.
Nach der direkten Ko-Kultur der HOX-positiven Zellpopulationen mit HOX-negativen USSC 2
wurden eine HOX-Genexpression in der zu Uber 99% aus USSC 2 bestehenden

Gfp-positiven Fraktion detektiert.
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3.2.5 Wnt-Genexpressionsmuster

Whnt Proteine * WINT1, WINT2, WINT2B, WINT3, WNT3A, WINT4, WNTSA, WNTSB,
(16) WNTE, WINT7A, WNT7B, WNT8A, WNTIA, WNT 10A, WNT 11,
WNT16

* FZD1, FZD2, FZD3, FZD4, FZD5, FZD6, FZD7, FZD8, LRP5, LRP6

* APC, CCND1, CCND2, CCND3, FGF4, PPP2CA, PPP2R1A, WISP1,

M SENP2, AXIN1, DIXDC1, CTNNB1, SOX17, TLE1, TLE2, CSNK1A1,
; CSNK1D, CSNK1G1, CSNK2A1, GSK3A (GSK3alpha), GSK3B
Signalweg (31) (GSK3beta), BTRC (b-TrCP), FBXW11, FBXW2, FBXW4, BCLS,

DAAM1, KREMEN1, PORCN, RHOU, SLCYA3R1

negative Regulatoren » CXXC4, DKK1, sFRP1, FRZB (sFRP-3), sFRP4, FSHB, NLK, WIF,
AES, CTBP1, CTBP2, CTNNBIP1 {ICAT), NKD1

» FRAT1, TCF7, DVL1, DVL2, LEF1, PYGOA

Transkriptionsfaktoren « EP300, FOSL1 (Fra-1), FOXN1, JUN, MYC, PITX2, T (Brachyury),
(8) TCF7L1

Abb.28: Funktionelle Einteilung der 84 Gene des Arrays. Es wurden die offiziellen Abkirzungen
der Gennamen verwendet (komplette Liste sieche Anhang Tabelle II).

USSC 1-3, CB-MSC 1-3, CB-H 1-4, KM-MSC 1, KM-MSC 6 und KM-MSC 9 wurden mittels
Human WNT Signaling Pathway RT? Profiler PCR Array auf die Expression von WNT- und
Whnt-Signalweg assoziierten Genen getestet. Des Weiteren wurde die Genexpression unter
Standard-Zellkulturbedingungen im Vergleich zu physiologischen Bedingungen in USSC 2,
USSC 3, CB-H 2 und CB-H 3 ermittelt. Die 84 Gene, die mit dem Array untersucht wurden,
stehen im Bezug zur Wnt-assoziierten Signalweiterleitung und kénnen in sechs Gruppen
eingeteilt werden (Abb.28). Darunter befinden sich Oberflachenrezeptoren fir Wnt, Wnt
Regulatoren, Wnt Antagonisten, intrazellulare Signalmolekille und Zielgene des
Wnt-Signalweges. Die Expression der Gene, die mit dem Wnt-Signalweg in Verbindung
stehen, wurde Uber real-time PCR quantifiziert und nach Anpassung anhand der
Haushaltsgenexpression von RPL13A zueinander in Relation gesetzt. Die Auswertung

erfolgte webbasierte auf der Homepage der Herstellerfirma SABiosciences.
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Abb.29: Genexpressionsmuster von USSC 1-3 und CB-MSC 1-3 im Vergleich. Das Ergebnis der
Whnt-Arrayauswertung wurde in einem Streudiagramm dargestellt. Der Schwellwert wurde auf 4
festgelegt. Von USSC starker exprimierte Gene wurden rot dargestellt, geringer exprimierte grin.

Der Schwellwert aller Auswertungen lag bei vier, so dass Gene die mehr als vierfach so stark
in USSC 1-3 wie in CB-MSC 1-3 exprimiert wurden (rot) und Gene die weniger als ein Viertel
so stark exprimiert wurden (griin) als unterschiedlich exprimiert galten (Abb.29). Beim
Vergleich der Genexpression von USSC und CB-MSC zeigten sich insgesamt sieben Gene
als differentiell exprimiert. USSC zeigten héhere Expressionswerte flir den extrazellularen
Inhibitor secreted Frizzled-related protein 4 (sFRP4) sowie eine um mehr als das 23-fach
geringere Expression des extrazelluldren Inhibitors Dickkopf-related protein 1 (DKK1) im
Vergleich zu CB-MSC. Weitere in CB-MSC geringfligig starker exprimierte Gene waren
Paired-like homeodomain transcription factor 2 (PITX2) sowie die Gene SRY-related
HMG-box Gene 17 (SOX17) und wingless-type MMTYV integration site family member 16
(WNT16).
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Abb.30: Genexpressionsmuster von USSC und CB-MSC im Vergleich zu KM-MSC. Die
Ergebnisse der Wnt-Arrayauswertung wurden in Streudiagrammen dargestellt. Der Schwellwert wurde
auf 4 festgelegt. Von USSC beziehungsweise CB-MSC starker exprimierte Gene wurden rot, geringer
exprimierte griin dargestellit.

Die als Streudiagramme dargestellten Vergleiche der USSC 1-3 oder CB-MSC 1-3 mit
KM-MSC 1, KM-MSC 6 und KM-MSC 9 zeigten jeweils 14 differentiell exprimierte
Gene (Abb.30).

Neun Gene wurden in USSC starker exprimiert als in KM-MSC (Abb.30 A). Darunter die
inhibierend wirkenden Gene secreted Frizzled-related protein 1 (sFRP1) und
c-terminal-binding protein 1 (CTBP1) sowie das Zielgen cyclin-D2 (CCND2) und die
Transkriptionsfaktoren MYC und V-Jun avian sarcoma virus 17 oncogene homolog
(JUN). Die Expression der Inhibitoren sFRP1 und CTBP1 war um mehr als das 12-fache
beziehungsweise 59-fache héher in USSC im Vergleich zu KM-MSC. Fiunf Gene wurden von
KM-MSC starker exprimiert. GroRe Unterschiede zeigten sich dabei vor allem fir den, durch
den kanonischen Wnt-Signalweg induzierbaren Transkriptionsfaktor PITX2, der in KM-MSC
mehr als 200-fach starker vorlag als in USSC.

CB-MSC exprimierten sieben Gene, unter anderem sFRP1, CTBP1, CCND2, MYC und JUN
mehr als 6-fach starker als KM-MSC. Ebenfalls sieben Gene wurden von den KM-MSC
hoéher exprimiert im Vergleich zu CB-MSC (Abb.30 B).

Zu den Genen, die in USSC und CB-MSC einheitlich starker exprimiert wurden als in
KM-MSC, zahlten WNT5A, WNT16, CCND2, sFRP1, CTBP1 sowie die Zielgene des
Whnt-Signalweges MYC und JUN. Die Expression von PITX2, WNTS5B und FZD5 war beim
Vergleich von KM-MSC mit Zellpopulationen aus dem Nabelschnurblut stets in KM-MSC

mehr als vierfach hoher.
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Abb.31: Genexpressionsmuster von USSC und CB-MSC im Vergleich zu CB-H Linien. Die
Ergebnisse der Wnt-Arrayauswertung wurden in Streudiagrammen dargestellt. Der Schwellwert wurde
auf 4 festgelegt. Von USSC beziehungsweise CB-MSC starker exprimierte Gene wurden rot, geringer
exprimierte griin dargestellit.

CB-H Linien (n=4) zeigten im Vergleich zu USSC (n=3) flir 40 Gene eine mehr als 4-fach
hdhere Genexpression (siehe Tab.lll Anhang) (Abb.31 A). CB-H Linien exprimierten sieben
WNT-Gene und funf Inhibitoren, unter anderem CTBP1, DKK1 und Wnt inhibitory factor 1
(WIF1) um mehr als das 4,2-fache hoher als USSC. Gene aus der Gruppe der Rezeptoren
sowie Ko-Rezeptoren wurden starker als 6-fach in CB-H Linien im Vergleich zu USSC
exprimiert. Eine im Vergleich hdhere Genexpression zeigten USSC nur flr den
Whnt-Antagonisten sFRP4 (6,2fach) (Abb.31 A).

26 Gene wurden in CB-H Linien starker exprimiert als in CB-MSC (n=3) (Abb.31 B). Flinf der
sieben WNT-Gene, deren Expression in CB-H Linien héher ausfiel als in USSC, wurden
beim Vergleich von CB-H Linien zu CB-MSC ebenfalls héher in CB-H Linien exprimiert. Kein

Gen wurde in CB-MSC mehr als 4-fach starker exprimiert als in den CB-H Linien.

Die Expression ausgewahlter, im Vergleich der Zellpopulationen (USSC 1-3, CB-MSC 1-3,
CB-H 1-4 und KM-MSC 1, KM-MSC 6 und KM-MSC 9) zueinander differentiell exprimierter

Gene wird im Folgenden im Detail dargestellt.
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Abb.32: Die Zellpopulationen exprimierten diverse Gene des Wnt-Signalweges differentiell.
Quantitative Genexpression von sFRP4, WIF1, CTBP1, PITX2, MYC, JUN, CCND2 und WISP1.
Ermittelt mit Wnt-Arrayanalysen von USSC (n=3), CB-MSC (n=3), CB-H Linien (n=4) und KM-MSC
(n=3). Dargestellt sind die relativen Genexpressionen mit jeweiliger Standardabweichung.

Abbildung 32 zeigt eine Auswahl an Genen, die beim Vergleich der
Wnt-Genexpressionsmuster der verschiedenen Zellpopulationen unterschiedlich exprimiert
wurden. Dazu zahlten die Gene der extrazellularen Wnt-Antagonisten sFRP4, WIF1 sowie
CTBP1 (Ko-Repressor intrazellular), die Transkriptionsfaktoren PITX2, MYC, JUN sowie die
Zielgene des Wnt-Signalweges CCND2 und WISP1.
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Um den Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die Genexpressionsmuster zu untersuchen
wurden CB-H Linien (CB-H 2 und CB-H 3) und USSC (USSC 2 und USSC 3) unter 21% O,
beziehungsweise 5% O; kultiviert und WNT Arrayanalysen durchgefihrt.

A Genexpression von CB-H Linien unter B Genexpression von USSC unter
5% und nach 4d unter 21% O, im Vergleich 21% und nach 4d unter 5% im Vergleich
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Abb.33: Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die Genexpressionsmuster.
WNT-Arrayanalysen von zwei CB-H Linien unter 5% O, und 21% O, im Vergleich (A). Abbildung B
zeigt WNT-Arrayanalysen von zwei USSC unter 21% O, und 5% O, im Vergleich. Die Ergebnisse der
Auswertung wurden in Streudiagrammen dargestellt. Der Schwellwert wurde auf 4 festgelegt. Von den
Linien starker exprimierte Gene in der Sauerstoffkonzentration in der die Linien generiert wurden
(CB-H 5% O, und USSC 21% O,) wurden rot, geringer exprimierte grin dargestellt.

Die CB-H Linien CB-H 2 und CB-H 3 zeigten nach vier Tagen Zellkultur unter 21% O, eine
um mehr als das 4-fache abweichende Expression von einem Gen (Abb.33 A). Sie
exprimierten den Rezeptor FZD3 5,4-fach starker in 5% O, als in 21% O..

USSC 2 und USSC 3 zeigten nach vier Tagen Kultur unter 5% O, eine erhdhte Expression
von 19 Genen (Abb.33 B). Sie exprimierten funf WNT-Gene, die Inhibitoren CTBP1 und
DKK1 sowie JUN und MYC starker. Zudem wurden nach vier Tagen unter 5% O, der
Ko-Rezeptor LRP5 aus der Gruppe der Rezeptoren mehr als 5-mal starker exprimiert. Kein

Gen wurde in USSC unter 21% O, mehr als 4-fach starker exprimiert.

Die erhdhte Sauerstoffkonzentration bei der 4-tagigen Kultivierung unter 21% O, hatte kaum
Einfluss auf die Genexpression der CB-H Linien. USSC zeigten nach 4-tagiger Kultivierung

in 5% O, eine deutliche Steigerung der Genexpression.
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Ob die Kultivierung von USSC in 5% O, zu einem ahnlichen Genexpressionsmuster wie in

den CB-H Linien fiihrte, wurde untersucht.

A Genexpression von USSC B Genexpression von USSC nach 4d
im Vergleich zu CB-H Linien unter 5% im Vergleich zu CB-H Linien
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Abb.34: Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die Genexpressionsmuster. Genexpression
von USSC im Vergleich zu CB-H Linien (jeweils n=2) (A). Abbildung B zeigt die Genexpression von
USSC nach vier Tagen in 5% O, im Vergleich zu CB-H Linien (jeweils n=2). Die Ergebnisse der
Auswertung wurden in Streudiagrammen dargestellt. Der Schwellwert wurde auf 4 festgelegt. Von der
jeweils ersten Proben-Gruppe starker exprimierte Gene wurden rot, geringer exprimierte griin
dargestellt.

Beim Vergleich von USSC 2 und USSC 3 zu CB-H 2 und CB-H 3 zeigten die CB-H Linien fur
44 Gene eine mehr als 4-fach hohere Genexpression (Abb.34 A). USSC exprimierten
CCND2 (4,5-fach) und sFRP4 (14,7-fach) starker.

CB-H Linien exprimierten im Vergleich zu USSC nach vierstiindiger Kultivierung unter
5% 0, noch acht Gene mehr als 4-fach hoher. USSC (ibertrafen CB-H Linien in keiner der

getesteten Genexpressionen mehr um mehr als das 4-fache (vergleiche Abb.VIlI Anhang)

Beim Vergleich der USSC nach viertagiger Kultivierung in 5% O, mit CB-H Linien zeigten
sich zehn Gene mehr als 4-fach differentiell exprimiert, acht davon weiterhin starker in CB-H
Linien und zwei in USSC (Abb.34 B). Zu den Genen, die in CB-H Linien nach wie vor starker
exprimiert wurden, zahlten die WNT-Gene WNT5B und WNT7B, die extrazellularen
Inhibitoren DKK1 und WIF1 sowie der intrazellulare Inhibitor NKD1. USSC zeigten erneut
eine starker Expression der Gene CCND2 (6,9-fach) und sFRP4 (19,4-fach) als CB-H Linien.

Das Genexpressionsmuster der USSC nahrte sich nach Kultivierung unter 5% O, dem der
CB-H Linien an. Die erhdhte Expression einzelner Gene wie sFRP4 und CCND2 in USSC
und DKK1 und WIF1 in CB-H Linien blieb bestehen oder stellte sich spatestens nach 4

Tagen erneut ein.
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3.2.6 Ingenuity Pathways Analysis

Ingenuity Pathways Analysis (IPA) ist eine webbasierte Softwareanwendung '®. Sie greift
auf die Ingenuity-interne Datenbank (/ngenuity Knowledge Base) zu, in der publizierte
biologische, chemische und funktionelle Interaktionen zwischen Genen gespeichert sind. Mit
Hilfe der funktionellen Analyse (Functional analysis) kénnen diese publizierten Informationen
Uber direkte Interaktionen und indirekte Zusammenhange auf eigene Daten angewendet
werden. Die funktionelle Analyse nutzt die Informationen aus der Ingenuity Knowledge Base
zur Einteilung von ausgewdhlten Daten in funktionelle Kategorien. Uber die Funktion
Functional analysis wurden die 84 Gene des Human WNT Signaling Pathway RT? Profiler
PCR Array ausgewertet. Es wurden biologische Funktionen ermittelt, bei denen diese Gene
eine wesentliche Rolle spielen. Tabelle 7 zeigt eine Auswahl der Ergebnisse.

Tab.7: Auf Functional analysis beruhende Einteilung der 84 Gene des Human WNT Signaling

Pathway RT? Profiler PCR Array. Kategorien und Funktionen in denen die ausgewahlten Gene von
Bedeutung sind (p-value < 0,002).

© 2000-2011 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Category Function Annotation p-value [Molecules
"Chondro"
Embryonic Development chondrogenesis of embryonic cell lines |8.72E-05 [GSK3B, WNT3A
Cellular Development chondrogenesis of fibroblast cell lines [4.37E-05 [GSK3B, WNT3A
Cellular Development chondrogenesis of embryonic cell lines |8.72E-05 [GSK3B, WNT3A
Connective Tissue Development and Function |zone transition of chondrocytes 1.46E-05 [WNT5A, WNT5B
Developmental Disorder dedifferentiation of chondrocytes 3.03E-04 [JUN, WNT7A
Developmental Disorder dedifferentiation of cells 4.19E-04 [CTNNB1, JUN, WNT7A
"Osteo"
APC, CTNNB1, DKK1, FOSL1, FRZB, MYC, PITX2, SFRP1,
Cellular Development developmental process of osteoblasts |4.82E-18 [SFRP4, WIF1, WNT1, WNT11, WNT3A, WNT5A, WNT7B
APC, CTNNB1, DKK1, FOSL1, FRZB, MYC, PITX2, SFRP1,
Cellular Development differentiation of osteoblasts 1.08E-15 [SFRP4, WIF1, WNT3A, WNT5A, WNT7B
APC, CTNNB1, DKK1, FOSL1, FRZB, JUN, MYC, PITX2,
Cellular Development differentiation of osteocytes 1.42E-13 [SFRP1, SFRP4, WIF1, WNT3A, WNT5A, WNT7B
Cellular Development differentiation of osteoclasts 1.23E-03 |[APC, CTNNB1, FOSL1, JUN
Cellular Development osteogenesis of osteoblasts 8.72E-05 [WNT1, WNT3A
Cellular Growth and Proliferation formation of osteoblasts 6.13E-09 |DKK1, FRZB, SFRP1, SFRP4, WIF1
Cell Death cell death of osteoblasts 1.01E-06 |DKK1, FRZB, SFRP1, SFRP4, WIF1
Genetic Disorder osteoarthritis 1.88E-05 [FRZB, LRP5, WNT11, WNT3A, WNT5B, WNT7B, WNT9B
"Bone"
Tissue Development formation of bone 1.05E-03 [CTNNBIP1, DKK1, FZD1, KREMEN1
Connective Tissue Development and Function |formation of bone 1.05E-03 [CTNNBIP1, DKK1, FZD1, KREMEN1

Die Ergebnisse der funktionellen Analyse der 84 Gene des Human WNT Signaling Pathway
RT? Profiler PCR Array wiesen auf eine bedeutende Rolle der getesteten, teilweise stark
unterschiedlich exprimierten Gene in der Embryonalentwicklung, der Differenzierung von
Zellen und der Ausbildung von Geweben hin. Der Schwerpunkt lag dabei auf der
Entwicklung von Knorpel- und Knochenzellen. Dies wurde zum Anlass genommen,
Expression von humanen WNT- und Wnt-Signalweges-Genen und von mit chondrogener
und osteogener Differenzierung assoziierten Genen mittels real-time PCR in USSC und
CB-MSC zu untersuchen. KM-MSC dienten bei der osteogenen Differenzierung als

Positivkontrolle.
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3.2.7 Genexpression vor und nach der Differenzierung
USSC 2 und CB-MSC 2 wurden erfolgreich chondrogen differenziert (vergleiche Abb.16).
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Abb.35: Quantitative Expression von WNT-Genen und Inhibitoren vor und nach chondrogener
Differenzierung. Mit real-time PCR ermittelte Daten zur Expression verschiedener WNT-Gene (A)
und den extrazellularen Inhibitoren (B) in undifferenzierten und 21 Tage chondrogen differenzierten
USSC 2 und CB-MSC 2. Die Differenzierung erfolgte im dreidimensionalen Zellverband. Die
Genexpression ist in Relation zu RPL13A dargestellt.

Die Expression der WNT-Gene WNT5A, WNT9A und WNT10B wurde vor und nach
21-tagiger chondrogener Differenzierung im dreidimensionalen Zellverband in vitro von
USSC 2 und CB-MSC 2 bestimmt (Abb.35 A). WNT5A wurde an Tag O stark von beiden
Zelllinien exprimiert und die Expression nahm nach chondrogener Differenzierung ab. Beide
Zelllinien zeigten eine Zunahme der WNT9A-Genexpression um mehr als das Doppelte,

wahrend die Expression von WNT10B nur in USSC zunahm.

Die Expression der extrazellularen Wnt-Inhibitoren WIF1 und sFRP3-5 wurde ebenfalls
untersucht (Abb.35 B). Eine geringe Expression von WIF1 wurde in undifferenzierten
CB-MSC detektiert. Die Genexpression von sFRP3 war in beiden Zelllinien an Tag 0
vorhanden und nahm nach chondrogener Differenzierung zu. Das Gen sFRP4 wurde nur in
USSC detektiert und stieg mit der Differenzierung um das 2,6-fache an. USSC exprimierten
SFRP5 an Tag 0 deutlich schwacher als CB-MSC und ihre Expression von sFRP5 vor und
nach der Differenzierung war wenig unterschiedlich. In CB-MSC, die den Inhibitor sFRP5
undifferenziert stark exprimierten, wurde nach der Differenzierung eine geringere

Genexpression detektiert.

Die Expression einzelner WNT-Gene wurde durch die chondrogene Differenzierung
beeinflusst. Die Expression der Inhibitoren WIF1 und sFRP5 zeigte keine einheitliche
Regulation, wahrend die Expression von sFRP3 und sFRP4 an Tag 21 in USSC 2 und
CB-MSC 2 héher war.
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Abb.36: Quantitative Genexpression vor und nach chondrogener Differenzierung. Mit real-time
PCR ermittelte Daten zur Expression der Ko-Rezeptoren LRP5/6 und des extrazelluldren Inhibitors
DKK1 (A) sowie des intrazellularen Inhibitors CTBP1, BMP4 und MYC (B) in undifferenzierten und 21
Tage chondrogen differenzierten USSC 2 und CB-MSC 2. Die Genexpression ist in Relation zu
RPL13A dargestellt.

Die Expression der Ko-Rezeptoren LRP5 und LRP6 sowie des extrazellularen Inhibitors
DKK1 wurde vor und nach 21-tagiger chondrogener Differenzierung in vitro von USSC 2 und
CB-MSC 2 bestimmt (Abb.36 A). Die Ko-Rezeptoren LRP5 und LRP6 wurden nativ von
beiden Zellpopulationen exprimiert und ihre Expression war nach chondrogener
Differenzierung geringer. DKK1 ist Zielgen des kanonischen Wnt-Signalweges und inhibiert
diesen durch Bindung an die Ko-Rezeptoren. Es wurde an Tag 0 stark von CB-MSC
exprimiert.

Die Expression von CTBP1, bone morphogenetic protein 4 (BMP4) und des Zielgenes MYC
wurde in der chondrogenen Differenzierung untersucht (Abb.36 B). CTBP1 agiert als
Ko-Repressor und verhindert das Ablesen der Zielgene des kanonischen Signalweges und
die Bone morphogenetic protein-induzierte Transkription. Die Expression von CTBP1 war
nativ in USSC 2 und CB-MSC 2 vorhanden und verringerte sich mit chondrogener
Differenzierung. BMP4 wurde geringfugig bis nicht nachweisbar exprimiert. Die Expression
des Zielgenes MYC war an Tag O gering und nach der Differenzierung nicht mehr zu

detektieren.

Die Expression der Ko-Rezeptoren und des Inhibitors DKK7, welcher durch Bindung an
diese Ko-Rezeptoren die Wnt-Signalweiterleitung inhibieren kann, war an Tag 21 in beiden

Zelllinien geringer. Die Expression der Zielgene CTBP1 und MYC verringerte sich ebenfalls.
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Abb.37: Quantitative Genexpression von Markergenen vor und nach chondrogener
Differenzierung. Mit real-time PCR ermittelte Daten zur Expression der chondro-assoziierten Genen
SOX9, COMP und IGF1 sowie des frih in der osteogenen Differenzierung exprimierten Genes Bone
Sialoprotein (BSP). Die Expression wurde in undifferenzierten und 21 Tage chondrogen differenzierten
USSC (n=1) und CB-MSC (n=1) untersucht. Die Genexpression ist in Relation zu RPL13A dargestellt.

Aktuelle Arbeiten unserer Gruppe geben Hinweise darauf, dass zusatzlich zu SOX9 als
Markergen die Expression von COMP und IGF1 als Zeichen einer positiven, chondrogenen
Differenzierung herangezogen werden kann '"°>. USSC 2 und CB-MSC 2 wurden vor und
nach chondrogener Differenzierung auf die Expression dieser Gene getestet. Bone
Sialoprotein (BSP) ist Bestandteil der Knochenmatrix und ein friiher Marker der osteogenen

Differenzierung. Die BSP-Expression wurde ebenfalls untersucht (Abb.37).

USSC 2 und CB-MSC 2 exprimierten nativ SOX9 und USSC 2 zeigte nach chondrogener
Differenzierung eine mehr als doppelt so starke Expression. Die SOX9 Expression in
CB-MSC blieb nahezu unverandert. 21 Tage chondrogen differenzierte USSC 2 zeigte eine
starke COMP und IGF1 und eine schwache BSP Expression, obgleich diese Gene in nativen
USSC mittels real-time PCR nur sehr gering beziehungsweise nicht nachweisbar waren.
CB-MSC wiesen an Tag 21 eine schwache COMP und kaum detektierbare IGF1 und BSP
Expressionen auf.

USSC 2 exprimierte Markergene der chondrogenen Differenzierung an Tag 21 stark,
CB-MSC 2 geringer.
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Abb.38: Quantifizierung der Alizarin-Farbung. USSC (n=2), CB-MSC (n=2) und KM-MSC (n=1)
wurden nach osteogener Differenzierung Alizarin-Rot gefarbt (A) und der gebundene Alizarin-Farbstoff
quantifiziert. NHDF812 dienten als biologische Negativkontrolle. Von der gemessenen Extinktion
wurde die Extinktion der entsprechenden Negativkontrolle bei 405 nm subtrahiert (B).

Fir die Analyse der osteogenen Differenzierung wurde die Expression von humanen
WNT-Genen und von mit osteogener Differenzierung assoziierten Genen in 2 USSC
(USSC 1 und USSC2) und 2 CB-MSC (CB-MSC 1 und CB-MSC 2) im Vergleich zu
KM-MSC 4 untersucht.

Die osteogen differenzierten Zellen wurden mit Alizarin-Rot gefarbt (Abb.38 A) und die
Farbung quantifiziet (Abb.38B), um die Genexpression in Relation zum
Differenzierungsgrad zu betrachten. Die gefarbten und quantifizierten Proben der USSC 1
und CB-MSC 1 zeigten A Extinktionswerte von 0,34 beziehungsweise 0,36 und damit etwa
ein Drittel des Wertes den die Positivkontrolle KM-MSC 4 (0,99) erreichte. Die A Extinktion
der USSC 2 Probe war mit einem Wert von 3,44 etwa 10-mal so stark wie die der USSC 1
und CB-MSC 1. Die Probe der CB-MSC 2 zeigte eine sehr geringe A Extinktion von 0,01.

USSC 1 und CB-MSC 1 zeigten geringe, USSC 2 starke und CB-MSC 2 kaum osteogene
Differenzierung im Vergleich zu KM-MSC 4.
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Die Expression der WNT-Gene WNT5A und WNT10B sowie der Inhibitoren WIF1 und
SFRP3-5 wurde vor und nach 14-tagiger osteogener Differenzierung in vitro von USSC 1,
USSC 2, CB-MSC 1, CB-MSC 2 und KM-MSC 4 bestimmt (Abb.39 und 40).
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Abb.39: Quantitative Expression von WNT-Genen vor und nach osteogener Differenzierung. Mit
real-time PCR ermittelte Daten zur Expression der WNT-Gene WNT5A und WNT10B in
undifferenzierten und 14 Tage in vitro osteogen differenzierten USSC, CB-MSC (n=2) und KM-MSC
(n=1). Die Genexpression ist in Relation zu RPL13A dargestellt.

WNT5A wurde vor der Differenzierung stark und im Anschluss an die Differenzierung im
Verhaltnis in allen Populationen geringer exprimiert (Abb.39). Es gibt eine negative
Korrelation zwischen WNT5A Genexpressionsabnahme und osteogenem
Differenzierungspotential. Die Expression von WNT10B nahm in beiden USSC und CB-MSC
mit der Differenzierung ab.
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Abb.40: Quantitative Expression von Inhibitoren vor und nach osteogener Differenzierung. Mit
real-time PCR ermittelte Daten zur Expression der extrazellularen Inhibitoren WIF1, sFRP3 (A),
SFRP4 und sFRP5 (B) in undifferenzierten und 14 Tage in vitro osteogen differenzierten USSC,
CB-MSC (n=2) und KM-MSC (n=1). Die Genexpression ist in Relation zu RPL13A dargestellit.

Eine geringe Expression von WIF1 wurde in undifferenzierten CB-MSC und differenzierten
KM-MSC detektiert. Die Expression von sFRP3 war in allen undifferenzierten Populationen
vorhanden und nahm mit osteogener Differenzierung wesentlich zu (Abb.40 A).
Differenzierte USSC 1 und USSC 2 zeigten eine Steigerung auf mehr als das 170-fache.
CB-MSC 1 steigerte die Expression auf das 893-fache.

Das Gen sFRP4 wurde in USSC, KM-MSC und schwach in CB-MSC 2 detektiert. In USSC
stieg die Expression mit der Differenzierung an, in KM-MSC 4 nahm sie ab. Der
extrazellulare Inhibitor sFRP5 wurde in allen undifferenzierten Zellpopulationen exprimiert.
Wahrend in USSC eine Abnahme der Expression nach der Differenzierung gemessen
wurde, verstarkte sie sich in CB-MSC und KM-MSC (Abb.40 B).
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Abb.41: Quantitative Expression vor und nach osteogener Differenzierung. Mit real-time PCR
ermittelte Daten zur Expression der Ko-Rezeptoren LRP5/6 (A) und der Inhibitoren DKK?1 und
CTBP1 (B) in undifferenzierten und 14 Tage in vitro osteogen differenzierten USSC, CB-MSC (n=2)
und KM-MSC (n=1). Die Genexpression ist in Relation zu RPL13A dargestellit.

Die Expression der Ko-Rezeptoren LRP5, LRP6 und der Inhibitoren DKK1 und CTBP1
wurde vor und nach 14-tagiger osteogener Differenzierung in vitro bestimmt (Abb.41). Beide
Ko-Rezeptoren LRP5 und LRP6 sowie die Inhibitoren DKK1 und CTBP1 wurden nativ von
allen Populationen exprimiert.

LRP5 und LRP6 wurden in allen Nabelschnurblutpopulationen nach der Differenzierung im
Verhaltnis zu undifferenzierten Zellen geringer exprimiert (Abb.41 A). Die Expression von
LRP6 in KM-MSC war stabil.

Zelllinien mit hohem osteogenen Differenzierungspotential zeigten an Tag 0 eine geringe
DKK1 Expression. Die Expression von DKK1 naherte sich an Tag 14 innerhalb der einzelnen
Zellpopulationen einem Level an. Die relative Genexpression in der Zellpopulation der USSC
betrug 4x107° (+/- 0,001), wahrend CB-MSC eine relative Genexpression von 5,5x10%
(+/- 0,001) zeigten. Insgesamt exprimierten USSC DKK1 geringer als CB-MSC und
KM-MSC.

Die Expression von CTBP1 nahm in USSC mit der Differenzierung ab. CB-MSC zeigten

keine veranderte CTBP1-Genexpression. KM-MSC wiesen

CTBP1-Genexpression auf (Abb.41 B).

einen Anstieg der
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Abb.42: Quantitative Genexpression vor und nach osteogener Differenzierung. Mit real-time
PCR ermittelte Daten zur Expression von BMP4 und MYC in undifferenzierten und 14 Tage in vitro
osteogen differenzierten USSC 1, USSC 2, CB-MSC 1 und CB-MSC 2 im Vergleich zu KM-MSC 4.
Die Genexpression ist in Relation zu RPL13A dargestellt.

BMP4 wurde in undifferenzierten USSC und CB-MSC geringfiigig bis nicht nachweisbar
exprimiert (Abb.42). CB-MSC 2 zeigte nach 14 Tagen osteogener Differenzierung einen
Anstieg der BMP4-Expression. Nativ BMP4 exprimierende KM-MSC wiesen nach

Differenzierung eine um mehr als das doppelte erhhte Expression auf.

Die Expression des Zielgenes MYC war nach Differenzierung in beiden USSC und
CB-MSC 1 kaum bis nicht mehr zu detektieren. CB-MSC 2 und KM-MSC 4 wiesen einen

Anstieg der MYC-Expression im Vergleich von undifferenzierten zu differenzierten Zellen auf.
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Abb.43: Quantitative Expression von Markergenen vor und nach osteogener Differenzierung.
Mit real-time PCR ermittelte Daten zur Expression der Markergene BSP, Runt related transcription
factor 2 (RUNX2) und Osterix (OSX) in undifferenzierten und 14 Tage in vitro osteogen differenzierten
USSC, CB-MSC (n=2) und KM-MSC (n=1). Die Genexpression ist in Relation zu RPL13A dargestellt.

BSP wurde geringfligig erhoht in der differenzierten CB-MSC 1 exprimiert. Die anderen aus
Nabelschnurblut generieten Zelllinien wiesen keine BSP-Expression auf. KM-MSC

regulierten die BSP-Expression nach osteogener Differenzierung runter (Abb.43).

Die RUNX2-Expression wurde von USSC1 und USSC 2 stark, von CB-MSC 1 und
CB-MSC 2 geringer runterreguliert. KM-MSC 4 zeigten einen Anstieg von RUNX2 nach
14-tagiger Differenzierung.

Der Osteoblasten-spezifische Transkriptionsfaktor Osterix (OSX) wurde von CB-MSC 2 und
der KM-MSC 4 an Tag 14 exprimiert.

87



3.3 Uberexpression von Schliisselgenen

Um modgliche Zusammenhange zwischen spezifischen Genexpressionsmustern und dem
Differenzierungspotential der Zellen aufzuklaren, wurden ausgewahlte Gene in
verschiedenen Populationen Uberexprimiert. Der verwendete Expressionsvektor pCLG6IEGwo
(pCL6) kodiert auch die Genesequenz des Grin fluoreszierenden Proteins (Gfp), welche von

transduzierten Zellen in Kultur transkribiert und translatiert wird.

Zur Uberpriifung der Transduktionseffizienz wurden die Zellen durchflusszytometrisch
untersucht. Die Fluoreszenzeigenschaften von Gfp ermoglichten eine
durchflusszytometrische Quantifizierung der Zellen. Die Transduktion wurde mit
unverdinntem bis sechsfach verdinntem Virusiberstand durchgefiihrt und die ermittelte
Effizienz betrug zwischen 10% und 99%. Wenn die Transduktionseffizienz einen Grenzwert
unterschritt (< 80%) wurden die Zelllinien in der Core Flow Cytometry Facility des ITZ nach
Gfp-Expression sortiert. Alle verwendeten transduzierten Zelllinien wiesen mindestens 80%

Gfp-positive Zellen auf.

Vor jeder Uberexpression wurden die Zielzellen aufgeteilt und ein Teil der Zellen gleicher
Passage, die mit gleichen Reagenzien behandelt wurden, wurden nicht transduziert. Sie

wurden parallel als Mock-Kontrollzellen weitergefuhrt.

Untersucht wurden die Auswirkungen der Uberexpression der Kandidatengene WIF1 und
BMP4 auf die Genexpression und das Differenzierungspotential der Zellen. Humanes
WNT3A wurde in USSC 1 und CB-MSC 1 Uberexprimiert. Die Arbeiten mit WNT3A wurden
im Rahmen einer Masterarbeit im Institut fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika

der Heinrich-Heine-Universitat Diisseldorf durchgefiihrt '®.
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3.3.1 Wif1 Uberexpression

A - GFP 4% B
S KM-MSC Mock KM-MSC pCLEWIF1

USSC Mock USSC pCL8WIF1 CB-MSC Mock CB-MSC pCL6WIF1

Abb.44: Lentivirale Transduktion von USSC, CB-MSC und KM-MSC mit WIF1. Abbildung A zeigt
reprasentativ ein Ergebnis der durchflusszytometrischen Messung pCLEWIF 1-transduzierter Zelllinien.
Die prozentuale Anzahl Gfp-positiver Zellen wurde bestimmt. Abbildung B zeigt immunzytochemische
Analysen transduzierter Zellen zum Nachweis des eingebrachten Gens WIF1 nach Uberexpression.
Der Malistab betradgt 50 ym respektive 100 um. rot: Rhodamin Signal; Bau: DAPI-Farbung der
Zellkerne

USSC 1, USSC 2, CB-MSC 1, CB-MSC 2 und KM-MSC 4 wurden mit humanem WIF1
transduziert und analysiert. Durchflusszytometrische Messungen bestatigten die erfolgreiche
Transduktion der Zellen (Abb.44 A). Mit immunzytochemischen Farbungen gegen WIF1
wurde die Expression des eingebrachten Genes in USSC, CB-MSC und KM-MSC erwiesen.
Abbildung 44 zeigt reprasentativ USSC 1, CB-MSC 1 und KM-MSC 4.
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Abb.45: Analyse der mit WIF1 transduzierten Zellen. Die WIF1-Expression wurde mittels real-time
PCR in transduzierten und Mock-Kontrollzellen der USSC, CB-MSC (n=2) und KM-MSC (n=1)
untersucht (A). Die Genexpression ist in Relation zu RPL13A dargestellt. Flir die Western Blot Analyse
der WIF1-Proteinmenge in Abbildung B wurden je 15 pg Gesamtprotein von Mock-Kontrollzellen und
Uberexprimierenden Zellen verwendet.

Neben dem Nachweis in der Immunzytochemie (vergleiche Abb.44 B) und auf mMRNA Ebene
(Abb.45 A) wurden erganzend Western Blot Analysen durchgefiihrt (Abb.45 B).

Die real-time PCR zeigte einen Anstieg der Expression von WIF1 nach Uberexpression in
allen Zellpopulationen. USSC zeigten starkere Expression von WIF1 als CB-MSC und
KM-MSC.

Auch auf Proteinebene war WIF1 im Western Blot am starksten in USSC nach
Uberexpression nachweisbar. CB-MSC 1 pCL6WIF1 zeigte die geringste WIF1

Proteinmenge der transduzierten Zelllinien.

90



3.3.2 BMP4 Uberexpression

A GFP an | B

a8
g

1023

KM-MSC Mock

SECH

1023 10 10! 107 107 10*

USSC Mock CB-MSC Mock CB-MSC pCL6BMP4

Abb.46: Lentivirale Transduktion von USSC und CB-MSC mit BMP4. Abbildung A zeigt
reprasentativ. ein Ergebnis der durchflusszytometrischen Messung pCL6BMP4-transduzierter
Zelllinien. Die prozentuale Anzahl Gfp-positiver Zellen wurde bestimmt. Abbildung B zeigt
immunzytochemische Analysen transduzierter Zellen zum Nachweis des eingebrachten BMP4 nach
Uberexpression. Der MaRstab betragt 50 um respektive 100 um. rot: Rhodamine Signal; Bau: DAPI
Farbung der Zellkerne

Abbildung 46 A zeigt beispielhaft eine durchflusszytometrische Messung von pCL6BMP4
transduzierten Zellen. Abbildung 46 B zeigt die zellulare Verteilung von BMP4 in nativen und
pCL6BMP4 transduzierten Zellen beispielhaft in einer USSC und CB-MSC.

Die immunzytochemischen Farbungen gegen humanes BMP4 in USSC und CB-MSC zeigte
keine Proteine. Uberexprimierende Zellen (USSC pCL6BMP4 und CB-MSC pCLG6BMP4)
wiesen BMP4 im Zytosol auf. KM-MSC exprimieren BMP4 nativ und zeigen auch in Mock-
Kontrollzellen schwach BMP4 Protein in der Zelle (Abb.46 B).
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Abb.47: Analyse der mit BMP4 transduzierten Zellen. Die BMP4-Expression wurde mittels
real-time PCR in transduzierten und Mock-Kontrollzellen der USSC und CB-MSC (n=2) und in nativen
KM-MSC untersucht (A). Die Genexpression ist in Relation zu RPL13A dargestellt. Fur die Western
Blot Analyse der BMP4-Proteinmenge in Abbildung B wurden je 15 pg Gesamtprotein von
Mock-Kontrollzellen und Uberexprimierenden Zellen verwendet.

Neben dem Nachweis in der Immunzytochemie (vergleiche Abb.46 B) und auf mRNA Ebene
(Abb.47 A) wurden erganzend Western Blot Analysen durchgefiihrt (Abb.47 B).

Die real-time PCR zeigte einen Anstieg der Expression von BMP4 nach Uberexpression in
allen Zellpopulationen. CB-MSC 2 zeigte die starkste Expression von BMP4, wahrend
USSC 1, USSC 2 und CB-MSC 2 ahnliche relative Genexpressionswerte zeigten. KM-MSC 4

zeigte nativ eine geringe BMP4 Expression.

Im Western Blot zeigte sich eine hdhere BMP4-Proteinmenge in CB-MSC als USSC.
CB-MSC 2 zeigte die hochste BMP4-Proteinmenge.
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3.3.3 Funktionelle Charakterisierung der Uberexpression

Die Morphologie der Zellen wurde durch das Einbringen der Gene nicht verandert
(vergleiche Abb.VIll Anhang). USSC und CB-MSC wurden unter anderem anhand ihrer
DLK1-Expression unterschieden. Die Transduktion hatten keinen einheitlichen Einfluss auf
die DLK1-Expression der Zellen (Abb.48).

1,010 - DLK1 Expression

8.0x10-4

6.0x104

Genexpression bezogen auf RPL13A

L) L] L] Ll L) L T T - L] T T
T 5 E o $§ £ & $ 5 E & $§ E & $ =
§2:: s5: 3Bz $E: S
= 3 g g 9 = 4 g a9 =
s % 3 2 93 9 2 0 2 3 ?
Q =3 a () =3 o
2 2
UsSsC 1 ussc 2 CB-MSC 1 CB-MSC 2 KM-MSC

Abb.48: Einfluss der WIF1, BMP4 oder WNT3A Uberexpression auf die DLK7-Expression.
Real-time PCR Daten zur DLK1-Expression WIF1, BMP4 und WNT3A transduzierter Zelllinien. Die
Genexpression ist in Relation zu RPL13A dargestellit.

Ein Anstieg der DLK1-Expression, um das 1,7-fache, zeigte sich durch die Uberexpression
von WNT3A in USSC1. CB-MSC1 zeigte auch nach 1,5-facher Steigerung der

DLK1-Expression durch WNT3A Uberexpression noch sehr geringe Expressionswerte.

Mit WIF1 transduzierte USSC zeigten gegensatzliche Veranderungen. USSC 1 wies nach
WIF1 Uberexpression eine 4,8-fache Expression von DLK7? auf, unterdessen USSC 2
pCL6WIF1 nur noch ein Finftel der DLK7-Expression der Mock-Kontrollzellen aufwies. Auf
die Expression von DLK7 in CB-MSC hatte die Uberexpression von WIF1 keinen
entscheidenden Einfluss (Abb.48).

Die BMP4 Uberexpression filhrte in drei der vier Zelllinien zu einem Anstieg der
DLK1-Expression (USSC 1, USSC 2, CB-MSC 2).
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3.3.4 Einfluss der Uberexpression auf die quantitative Genexpression

Der Einfluss der WIF1 und BMP4 Uberexpression auf die quantitative Genexpression wurde
untersucht. Aus Nabelschnurblut generierte Zelllinien zeigten vor und nach Uberexpression
von WIF1 oder BMP4 eine relative Genexpression von weniger als 6x10™ fir WNTO9A,
WNT10B, COMP, IGF1, Osteocalcin, sSFRP3, sFRP4, Osterix und BSP (Daten nicht gezeigt).

WNT5A CTBP1 RUNX2 sFRP5 LRP6 MYC SOX9 DKK1 LRP5

USSC1 pCLEBWIF1/ USSC1 BB USSC2 pCLE6WIF1/ USSC2

Genexpression in pCLEWIF1 iiberexprmierenden
Zellen im Verhiltng zu Mock-Kontrollzellen

BN CB-MSC1 pCL6WIF1/ CB-MSC1EEE CB-MSC2 pCLEWIF1/ CB-MSC2
B KM-MSC4 pCLEWIF1/ KM-MSC4

Abb.49: Einfluss der WIF1 Uberexpression auf die Genexpression. Die Genexpression ist in
Relation zu RPL13A ermittelt worden. In der Abbildung sind WIF1 Uberexprimierende Zellen im
Verhaltnis zu Mock-Kontrollzellen dargestellit.

USSC 1 zeigt nach WIF1 Uberexpression eine geringere Expression der Gene WNTB5A,
CTBP1, RUNX2, sFRP5, LRP6, MYC, SOX9, DKK1 und LRP5 im Vergleich zu den
Mock-Kontrollzellen. USSC 2 zeigte durch die WIF1 Uberexpression eine mehr als 10-fach
geringere WNT5A Expression. Das Gene DKK7 wurden in USSC 2 pCL6WIF1 hdher

exprimiert im Vergleich zu den Mock-Kontrollzellen.

CB-MSC 1 pCL6WIF1 zeigte einen hoheren Expressionslevel fur WNTSA, die
Ko-Rezeptoren LRP5 und LRP6, den intrazelluldaren Repressor CTBP1 und das Zielgen des
Whnt-Signalweges MYC im Vergleich zu den Mock-Kontrollzellen. CB-MSC 2 zeigte nach
WIF1 Uberexpression geringere Expressionslevel von WNT5A, LRP6, CTBP1 und DKK1,
wahrend die Expression von sSFRP5, MYC und LRP5 leicht anstieg.

Die Expression des, fur osteogene Differenzierung essentiellen Transkriptionsfaktor RUNX2
wurden geringfligig weniger nach WIF1 Uberexpression in CB-MSC 1 und CB-MSC 2
detektiert, wahrend die SOX9-Expression stabil blieb (Abb.49).

KM-MSC 4 zeigte fir die neun dargestellten Gene nach WIF1 Uberexpression noch 45-91%
der Genexpression im Vergleich zu den Mock-Kontrollzellen. KM-MSC 4 zeigte zudem einen
leichten Anstieg der BMP4 und einen Ruckgang der IGF1, Osterix und BSP Genexpression
nach WIF1 Uberexpression (vergleiche Abb.IX Anhang).
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Abb.50: Einfluss der BMP4 Uberexpression auf die Genexpression. Die Genexpression ist in
Relation zu RPL13A ermittelt worden. In der Abbildung ist die relative Genexpression von pCL6BMP4
Uberexprimierenden Zellen im Verhaltnis zur den jeweiligen Mock-Kontrollzellen dargestellt.

In Zellpopulationen aus dem Nabelschnurblut mit BMP4 Uberexpression wurde WNT5A
CTBP1 und RUNX2 geringer exprimiert als in Mock-Kontrollzellen. Fur die Gene sFRP5,
LRP6, MYC und SOX9 =zeigte sich eine Abnahme der Expression nach BMP4
Uberexpression in USSC 1, USSC 2 und CB-MSC 1. CB-MSC 2 hielt die Genexpression
dieser Gene stabil beziehungsweise erhdhte sie sogar, wie beispielsweise fir SOX9 auf das
10-fache. Die DKK1 Expression wurde in den Zellpopulationen durch die Uberexpression
unterschiedlich beeinflusst. Die Expression von LRP5 stieg in allen getesteten Zelllinien
leicht an (Abb.50).

USSC und KM-MSC 4 regulierten die Genexpression durch WIF1 Uberexpression
Uberwiegend runter, mit Ausnahme von DKK7 in USSC2 pCL6WIF1 und BMP4 in
KM-MSC 4 pCLE6WIF1. CB-MSC wiesen insgesamt geringflgigere
Genexpressionsveranderungen durch WIF1 Uberexpression auf als USSC und KM-MSC.
Die BMP4 Uberexpression fiihrte (iberwiegend zu einer Abnahme der Genexpression mit
Ausnahme von SOX9 in CB-MSC 2.
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Humanes WNT3A wurde in USSC 1 und CB-MSC 1 uberexprimiert und die Effekte der
Uberexpressionen auf die Genexpression in undifferenzierten Zellen analysiert. Diese
Versuche wurden im Rahmen einer Masterarbeit im Institut fur Transplantationsdiagnostik
und Zelltherapeutika der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf durchgefuhrt. Mit Hilfe von
real-time PCR wurde die Expression der zwolf Gene ACAN, BMP4, BSP, COL10A1, COMP,
IGF1, LRP5, LRP6, OC, OSX, SOX9 und WIF1 bestimmt.

SOX9 und ACAN wurden nach Uberexpression schwécher exprimiert. Der Wnt-Inhibitor
WIF1 sowie das strukturgebende Glykoprotein der extrazellularen Matrix COMP (cartilage
oligomeric protein) und BMP4 wurden nach Uberexpression starker exprimiert. Durch das
Einbringen von WNT3A wurde LRPS5 geringflgig weniger und LRP6 geringfugig mehr von
beiden Zelllinien exprimiert. BSP, OC und IGF1 Expression war unverandert durch die
Uberexpression kaum detektierbar. Osterix wurde geringfligig héher exprimiert nach WNT3A
Uberexpression. CB-MSC pCL6WNT3A wies zudem einen geringen Anstieg der COL10A1

Expression auf '®.

3.3.5 Einfluss der Uberexpression auf das Differenzierungspotential

Um den Einfluss der WIF1 und BMP4 Uberexpression auf das adipogene, osteogene und
chondrogene Differenzierungspotential der Zellen zu testen, wurden Mock-Kontrollzellen (ein
Teil der Zellen gleicher Passage die mit gleichen Reagenzien behandelt, aber nicht
transduziert wurden) und mit pCL6WIF1 und pCL6BMP4 transduzierte Zellen differenziert.

Das Potential wurde durch gewebetypische Farbungen tberprift (siehe 2.2.2).
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3.3.5.1 Adipogene Differenzierung
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Abb.51: Einfluss der Uberexpressionen auf das adipogene Differenzierungspotential.
Mock-Kontrollzellen, USSC/ CB-MSC/ KM-MSC pCL6WIF1 und USSC/ CB-MSC pCL6BMP4
adipogen differenziert. Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit OIl-Rot gefarbten Zellen nach
21-tagiger adipogener Differenzierung und nicht induziert (Negativ). Der Maf3stab betragt 100 um.

USSC zeigten nach adipogener Differenzierung und Ol-Rot Farbung keine gefarbten Areale.
CB-MSC und KM-MSC bildeten Lipidvakuolen. Die Menge und GréRRe an Lipidvakuolen
variierte zwischen Mock-Kontrollzellen, WIF1 und BMP4 (berexprimierenden Zellen
innerhalb der CB-MSC. Nach Uberexpression von WIF1 bildeten mehr Zellen der KM-MSC
Lipidvakuolen (Abb.51).
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Abb.52: Quantifizierung der Ol-Rot Farbung. Mock-Kontrollzellen und berexprimierende Zellen
wurden nach adipogener Differenzierung Ol-Rot gefarbt und die lichtmikroskopischen Fotos der
gefarbten Zellen mit Hilfe der ImageJ Software analysiert. Die farbige Flache wurde prozentual zur
Gesamtflache quantifiziert und Werte der jeweiligen Negativkontrollen subtrahiert. NHDF812 dienten
als biologische Negativkontrolle.

USSC 1 und USSC 2 Mock-Kontrollzellen zeigten kein adipogenes Differenzierungspotential.
Auch die Uberexpression von WIF1 oder BMP4 fiihrte zu keiner Bildung von Lipiden in
USSC.

CB-MSC 1 und CB-MSC 2 Mock-Kontrollzellen zeigten die fur die erfolgreiche adipogene
Differenzierung typische Bildung von Lipidvakuolen. Mit WIF1 transduzierte CB-MSC und
Mock-Kontrollzellen wiesen ein starkes Differenzierungspotential auf. Die Uberexpression

von BMP4 hatte einen hemmenden Einfluss auf die Bildung von Lipiden.

Die Zellen der KM-MSC 4 bildeten nach 21 Tagen adipogener Differenzierung mit Ol-Rot
anfarbbare Lipide in Vakuolen. Die Uberexpression von WIF1 in KM-MSC 4 erhéhte ihr
adipogenes Differenzierungspotential deutlich (Abb.52).

98



3.3.5.2 Osteogene Differenzierung

Negativ Mock CLEWif1 CL6BMP4

USSC 1

CB-MSC2 CB-MSC 1 USSC 2
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Abb.53: Einfluss der Uberexpressionen auf das osteogene Differenzierungspotential.
Mock-Kontrollzellen, USSC/ CB-MSC/ KM-MSC pCL6WIF1 und USSC/ CB-MSC pCL6BMP4
osteogen differenziert. Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit Alizarin-Rot gefarbten Zellen nach
14-tagiger osteogener Differenzierung und nicht induziert (Negativ). Der Maf3stab betragt 200 um.

Alle Zelllinien zeigten nach osteogener Differenzierung und Farbung Alizarin-Rot gefarbte
Areale. Die gefarbte Flache variierte innerhalb der Zelllinien und nahm bei USSC 1 mit WIF1
Uberexpression geringfligig und mit BMP4 Uberexpression stark zu. CB-MSC 2 pCL6BMP4

zeigte wiederholt ein ,sternférmiges” Wachstum in der Differenzierung (Abb.53).

Aus den nach Differenzierung mit Alizarin-Rot gefarbten Zellen wurde der gebundene
Alizarin-Farbstoff gelést und quantifiziert um eine vergleichbar Aussage Uber die Menge des
gebildeten Kalziums und so indirekt Uber die Starke der Differenzierung machen zu kénnen.
Abbildung 54 zeigt die Extinktionsdifferenz bei 405 nm von Mock-Kontrollzellen, pCL6 WIF1
und pCL6BMP4 Zellen im Vergleich.
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Abb.54: Quantifizierung der Alizarin-Rot Farbung. Mock-Kontrollzellen und Uberexprimierende
Zellen wurden nach osteogener Differenzierung Alizarin-Rot gefarbt und der gebundene
Alizarin-Farbstoff quantifiziert. NHDF812 dienten als biologische Negativkontrolle. Von der
gemessenen Extinktion wurde die Extinktion der entsprechenden Negativkontrolle bei 405 nm
subtrahiert.

Osteogen differenzierte USSC 1 und CB-MSC 1 Mock-Kontrollzellen zeigten ahnliche
A Extinktionswerte. USSC 2 Mock-Kontrollzellen wiesen einen A Extinktionswert von 3,4 auf.

In CB-MSC 2 waren kaum Farbstoffeinlagerungen messbar.

USSC 1 pCL6WIF1 zeigte eine 10-fach so hohe Differenzextinktion im Vergleich zu
Mock-Kontrollzellen. Auch in USSC 2 und CB-MSC 1 fiihrte die WIF1 Uberexpression zu
einer héheren A Extinktion. CB-MSC 2 zeigte insgesamt eine sehr geringe A Extinktion die in
CB-MSC 2 pCL6WIF1 leicht erhdht war. Die KM-MSC 4 steigerte ihre A Extinktion nach

WIF1 Uberexpression auf nahezu das 4-fache.

Die pCL6BMP4 Uberexpression fiihrte in allen Zelllinien zu einer Steigerung der A Extinktion

im Vergleich zu den jeweiligen Mock-Kontrollzellen.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der lichtmikroskopischen Aufnahmen (Abb.53)
wurde von osteogen differenzierten WIF1 und BMP4 Uberexprimierenden Zellen mehr

Alizarin gebunden als in den jeweiligen Mock-Kontrollzellen (Abb.54).
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3.3.5.3 Chondrogene Differenzierung

Es wurden USSC1 und CB-MSC1 pCL6WNT3A, pCL6WIF1, pCL6BMP4 und
Mock-Kontrollzellen in der dreidimensionalen Pelletkultur zur chondrogenen Differenzierung

eingesetzt.

Die Arbeiten mit WNT3A Ulberexprimierenden Zellen erfolgten im Rahmen einer Masterarbeit
im Institut fir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika. Die Pellets der WNT3A
Uberexprimierenden USSC 1 und CB-MSC 1 l6sten sich wiederholt nach spatestens 10

Tagen in kleinere Zellverbiinde oder Einzelzellen auf (vergleiche Abb.XI A Anhang) .

USSC 1 und CB-MSC 1 Mock-Kontrollzellen, pCL6WIF1 und pCL6BMP4 Zellen konnten im
dreidimensionalen Zellverband differenziert werden und die Pellets wurden 7, 14 und 21
Tage nach Beginn der Differenzierung am AVISO CellCelector™ vermessen. Flache und
Durchmesser der chondrogenen Pellets wurden bestimmt, um den Verlauf der Kondensation
nachzuvollziehen (vergleiche Abb.XI B Anhang). Mock-Kontrollzellen, WIF1 und BMP4
Uberexprimierende USSC 1 zeigten einen leichten Anstieg der Pelletflache nach 14 und 21
Tagen, wahrend Mock-Kontrollzellen, WIF1 und BMP4 Uberexprimierende CB-MSC 1

annahrend gleiche Pelletflachenwerte im Verlauf der Differenzierung zeigten.

Nach 21 Tagen Differenzierung wurden 6 um dinne Schnitte angefertigt und Proteoglykane

histochemisch durch Safranin-O/ Fast Green Farbung der Schnitte nachgewiesen.
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Abb.55: Einfluss der Uberexpression auf das chondrogene Differenzierungspotential.
Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen Safranin-O/ Fast Green gefarbter Schnitte. Es wurden
Pelletschnitte von Mock-Kontrollzellen, WIF1 oder BMP4 (iberexprimierenden Zellen von USSC 1 und
CB-MSC 1 nach 21 Tagen dreidimensionaler Pelletkultur gefarbt und dokumentiert. Der Mal3stab
betragt 200 uym respektive 50 ym.

In Abbildung 55 ist zu erkennen, dass USSC 1 und CB-MSC 1 Mock-Kontrollzellen nach 21
Tagen chondrogener Differenzierung Proteoglykane sezernierten (Pfeile) (vergleiche auch
Abb.16 B und C).

Zellen, die mit pCL6WIF1 transduziert wurden, wiesen kaum rote Farbung der Pelletschnitte
auf und die Pellets der USSC1 pCL6WIF1 waren Kkleiner als die jeweiligen
Mock-Kontrollzellen (vergleiche Abb.XI B Anhang).

BMP4 uberexprimierende Zellen zeigte eine starke Bildung von Proteoglykanen angefarbt
durch Safranin-O/ Fast Green. USSC 1 pCL6BMP4 bildete die Pellets mit den grofiten
Durchmessern. Insgesamt waren die Pellets der USSC abgerundet und gleichmafig,

wohingegen die der CB-MSC ungleichmalig abschlossen waren.
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3.3.6 Genexpression nach der Differenzierung pCL6WIF1 und pCL6BMP4

uberexprimierender Zellen
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Abb.56: Genexpressionsveridnderung nach chondrogener Differenzierung. Regulation der
Expression der WNT-Gene WNTS5A, WNT9A, WNT10B und der extrazelluldren Inhibitoren sFRPS3,
SFRP5 sowie der Ko-Rezeptoren LRP5 und LRP6 durch chondrogene Differenzierung in USSC 2
(n=1) und CB-MSC 2 (n=1).

WNT5A wurde an Tag 0 stark von beiden Mock-Kontrollzelllinien exprimiert und die
Expression nahm nach chondrogener Differenzierung ab. pCL6WIF1 und pCL6BMP4
Uberexprimierende Zellen zeigten eine geringere Runterregulation der
WNT5A-Genexpression im Vergleich zu den jeweiligen Mock-Kontrollzellen. USSC 2
pCL6BMP4 ausgenommen regulierten allen getesteten Zellen WNT9A mit der chondrogenen
Differenzierung hoch. Die WNT10B-Genexpression stieg in der chondrogenen
Differenzierung der USSC 2 Mock-Kontrollzellen, pCL6WIF1 und pCL6BMP4 an und sankt
bei der chondrogenen Differenzierung der CB-MSC 2 Mock-Kontrollzellen, pCL6BMP4 und
pCL6WIF1 (Abb.56).
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Die Expression der extrazellularen Wnt-Inhibitoren sFRP3-5, WIF1 und DKK1 wurde
ebenfalls untersucht. Die Genexpression von sFRP3 nahm, einheitlich in allen getesteten
Populationen, nach chondrogener Differenzierung zu (Abb.56). Wahrend die Expression von
sFRP5 in USSC 2 nativ deutlich schwéacher ist, als in CB-MSC 2, und USSC 2 nach
chondrogener Differenzierung nur geringfiigig veranderte Expressionslevel aufwies, zeigten
die Populationen der CB-MSC 2 im Anschluss an die Differenzierung eine starke

Runterregulation der Genexpression (Abb.56).

Die Ko-Rezeptoren LRP5 und LRP6 wurden undifferenziert von USSC 2 und CB-MSC 2
(Mock-Kontrollzellen, pCL6WIF1, pCL6BMP4) exprimiert und ihre Expression war in allen

Zellen nach chondrogener Differenzierung schwacher (Abb.56).

DKK1 ist Zielgen des kanonischen Wnt-Signalweges und inhibiert diesen durch Bindung an
die Ko-Rezeptoren LRP5/6. USSC 2 zeigte vor und nach der chondrogenen Differenzierung
kaum DKK1 Expression, wahrend CB-MSC 2 Mock-Kontrollzellen, pCL6WIF1, pCL6BMP4
vor Differenzierung DKK1 stark exprimierten und im Anschluss an die Differenzierung eine
deutliche Runterregulation zeigten (vergleiche Abb.XIll Anhang). Das Gen sFRP4 wurde nur
in USSC 2 und nicht in CB-MSC 2 detektiert. Seine Expression stieg mit der Differenzierung
der USSC an (Mock-Kontrollzellen, pCL6BMP4) oder blieb unverandert hoch (USSC
pCL6WIF1). WIF1 Gberexprimierende USSC 2 und CB-MSC 2 zeigten im Anschluss an die
chondrogene Differenzierung eine Runterregulation der WIF1 Expression um mehr als das

6- respektive 18-fache (vergleiche Abb.XIll Anhang).

Die Expression von CTBP1 war in undifferenzierten USSC 2 und CB-MSC 2 detektierbar
und verringerte sich mit chondrogener Differenzierung. Eine Ausnahme bildete die USSC 2
pCL6BMP4, welche sogar einen leichten Anstieg der CTBP1 Expression zeigte. BMP4
Uberexprimierende USSC 2 und CB-MSC 2 zeigten im Anschluss an die chondrogene
Differenzierung eine Runterregulation der BMP4 Expression um mehr als das 1,5- respektive
74-fache. Die Expression des Zielgenes MYC in USSC2 und CB-MSC2
(Mock-Kontrollzellen, pCL6WIF1, pCL6BMP4) war an Tag 0 unterschiedlich stark und nach
der Differenzierung auf ein einheitliches, sehr geringes Level, verringert (vergleiche Abb.XIllI

Anhang).
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Wahrend der chondrogenen Differenzierung von Mock-Kontrollzellen und pCL6BMP4 Zellen
der USSC 2 und CB-MSC 2 unterlag die SOX9-Expression keiner starken Regulation.
pCL6WIF1 Uberexprimierende USSC 2 regulierten SOX9 im Anschluss an die chondrogene
Differenzierung hoch, wahrend sich die SOX9-Expression in CB-MSC 2 pCL6WIF1 durch die
Differenzierung verminderte. 21 Tage chondrogen differenzierte USSC (Mock-Kontrollzellen,
pCL6BMP4, pCLE6WIF1) zeigte eine starke COMP Expression, CB-MSC (Mock-
Kontrollzellen, pCL6BMP4, pCL6WIF1) eine geringe. Die Expression von IGF1 konnte in
allen getesteten Linien nach Differenzierung nachgewiesen werden (vergleiche Abb.XIlI

Anhang).

Differenzierte USSC 2 Mock-Kontrollzellen und differenzierte, pCL6BMP4 (iberexprimierende
USSC 2 zeigten BSP Expression, obgleich dieses Gen vor Differenzierung in USSC 2 mittels
real-time PCR nur sehr gering beziehungsweise nicht nachweisbar war (vergleiche Abb.XIlI

Anhang).
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Abb.57: Genexpressionsveranderung nach osteogener

:2)’

2) und KM-MSC (n=1).

Expression der Gene sFP3, DKK1, MYC und CTBP1 durch osteogene Differenzierung in USSC (n

CB-MSC (n

sFRP3 wurde von undifferenzierten Mock-Kontrollzellen, pCL6WIF1 und pCL6BMP4 Zellen
exprimiert und die Expression nahm mit osteogener Differenzierung in allen Zellpopulationen

stark zu. Die Expression von DKK1 stieg mit osteogener Differenzierung an oder blieb

konstant. Eine Ausnahme hierfir bildete die Linie CB-MSC 2, die den geringsten Anstieg der

SFRP3-Genexpression zeigte und in der die DKK1-Expression durch Differenzierung leicht

abnahm (Abb.57 A,B). Die Expression von MYC in den verschiedenen Populationen war

nach osteogener Differenzierung teilweise stark verringert und zeigte eine, der CTBP1

Genexpressionsanderung ahnliche Regulation (Abb.57 C,D).
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Abb.58: Genexpressionsveranderung nach osteogener Differenzierung. Regulation der
Expression der Gene WNT5A, LRP5, LRP6 und RUNX2 durch osteogene Differenzierung in USSC
(n=2), CB-MSC (n=2) und KM-MSC (n=1).

In undifferenzierten Zellen wurde WNT5A stark und im Anschluss an die Differenzierung im
Verhaltnis in allen Populationen geringer oder gleichbleibend exprimiert. Die Expression von
LRP5 in den verschiedenen Populationen war nach osteogener Differenzierung teilweise
stark verringert und zeigte eine, der WNT5A-Genexpressionsanderung ahnliche Regulation
(Abb.58 A,B). Der Ko-Rezeptor LRP6 wurde ebenfalls von einigen Populationen nach
osteogener Differenzierung geringer exprimiert. pCL6BMP4 exprimierende USSC 1 und
CB-MSC 1 zeigten einen leichten Anstieg der LRP6 Expression. Die RUNX2 Expression

wurde durch osteogene Differenzierung runterreguliert oder blieb konstant (Abb.58 C,D).
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Die WIF1-Expression war nach osteogener Differenzierung in WIF1 Uberexprimierenden
USSC 1 und USSC 2 hoher, im Vergleich zu den jeweils undifferenzierten Zellen. Sie nahm
in CB-MSC 1 pCL6WIF1, CB-MSC 2 pCL6WIF1 und KM-MSC 4 pCL6WIF1 leicht ab.
Mock-Kontrollzellen und BMP4 (berexprimierende Zellen zeigten keine Veranderung der
WIF1 Expression (vergleiche Abb.XIl A Anhang).

Das Gen sFRP4 wurde grundsatzlich starker von USSC als CB-MSC exprimiert und
unterschiedlich reguliert. Mock-Kontrollzellen der USSC und CB-MSC zeigten einen Anstieg
der Genexpression nach Differenzierung, wahrend die pCL6BMP4 Uberexpression zu einer
Abnahme der sFRP4 Expression nach osteogener Differenzierung fuhrte. KM-MSC 4
Mock-Kontrollzellen exprimieren nativ schon geringe Mengen BMP4 und zeigten eine leichte
Verringerung der sFRP4 Expression im Anschluss an die Differenzierung. Mit pCL6WIF1
oder pCL6BMP4 transfizierte CB-MSC 2 Mock-Kontrollzellen stellte die sFRP4 Expression

im Anschluss an die Differenzierung vollstéandig ein (vergleiche Abb.XII B Anhang).

Der extrazellulare Inhibitor sFRP5 wurde in allen undifferenzierten Zellpopulationen
exprimiert und zeigte nach osteogener Differenzierung eine starkere Regulation in
CB-MSC 1, CB-MSC 2 und KM-MSC 4 als in USSC 1 und USSC 2 (vergleiche Abb.XII C
Anhang).

BMP4 Uberexprimierende Zellen, mit Ausnahme von USSC 1 pCL6BMP4, zeigten nach
osteogener Differenzierung eine Abnahme der BMP4 Expression. CB-MSC und KM-MSC
Mock-Kontrollzellen und pCLE6WIF1 Uberexprimierende Zellen hingegen regulierten die

BMP4 Expression mit osteogener Differenzierung rauf (vergleiche Abb.XIl D Anhang).

BSP wurde geringfligig erhoht in der differenzierten CB-MSC 1 Mock-Kontrollzellen und
WIF1 exprimiert. Die anderen aus Nabelschnurblut generieten Zelllinien wiesen kaum BSP
Expression auf. KM-MSC regulierten die BSP Expression nach osteogener Differenzierung
runter (vergleiche Abb.XIl E Anhang).
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierungen der verwendeten Zellpopulationen

Es wurden nicht-hamatopoetische Vorlauferzellen aus Nabelschnurblut auf Grundlage der
bisher bekannten Unterscheidungsmerkmale (adipogenes Differenzierungspotential,
DLK1- und HOX-Genexpression) und im Vergleich zu mesenchymalen Stromazellen aus
Knochenmark (KM-MSC) auch auf klonaler Ebene in vitro charakterisiert. Des Weiteren
wurden Zelllinien untersucht, die unter 5% O, aus Nabelschnurblut (CB-H) und Knochenmark

(KM-H) generiert und expandiert wurden.

4.1.1 Die verwendeten Zellpopulationen zeigten keine morphologischen oder

immunphanotypischen Unterschiede

Nicht-hamatopoetische Progenitorzellen aus dem Nabelschnurblut sind in Zellkultur

%2 Die von der

plastikadharent wachsende Zellen mit spindelférmiger Morphologie
International Society for Cellular Therapy aufgestellten Anforderungen an MSC wie
Plastikadharenz in Zellkultur, Expression bestimmter Oberflachenmarker und adipogenes,
osteogenes und chondrogenes Differenzierungspotential in vitro ° wurden von CB-MSC und

KM-MSC erflllt.

Die physiologische Umgebung, einschlieBlich des Sauerstoffgehaltes spielt eine wichtige
Rolle bei der Regulierung des Selbsterhalts und der Differenzierung sowohl embryonaler als
auch adulter Stammzellen '®°. Die unter 5% O, aus Nabelschnurblut (CB-H) und
Knochenmark (KM-H) generierten Zelllinien zeigten keine morphologischen oder
immunphanotypischen Unterschiede zu Progenitorzellen aus Nabelschnurblut oder

Knochenmark, die unter 21% O, generiert wurden (vergleiche Kapitel 3.1.1).
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4.1.2 Verwendete Zellpopulationen die aus Nabelschnurblut generiert wurden
zeigten in vitro ein hoheres Wachstumspotential als Zellpopulationen aus
Knochenmark

USSC, CB-MSC, klonale Linien und CB-H Linien zeigten ein schnelles Wachstum und
insgesamt héhere maximale CPD Werte als Zellpopulationen aus Knochenmark (KM-MSC
und KM-H Linien) (vergleiche Abb. 7 und 8). Dies stimmt mit den Beobachtungen anderer
Forscher Uberein. So wurde beispielsweise von Kern et al. beschrieben, dass aus NSB
generierte MSC eine hohere Proliferationskapazitat zeigten und langere Zeit kultiviert werden

4 Bei den von Kern et al.

konnten, im Vergleich zu MSC aus KM und Fettgewebe
beschriebenen MSC aus NSB handelt es sich nach den in dieser Arbeit angefihrten Kriterien
um USSC, da diese nicht adipogen differenzierten. Im Durchschnitt erreichten unrestringierte
somatische Stammzellen héhere maximale CPD Werte als CB-MSC, dieser Unterschied war
jedoch nicht signifikant. Klonale Zellpopulationen zeigten ein heterogenes Expansions- und

Wachstumspotential, welches auch im Vergleich zu ihrer Ursprungslinie variierte.

Aus einem Nabelschnurblut kénnen durch in vitro Kultivierung in 5 Passagen
durchschnittlich 8,7x10°® (+/- 1,86x108) Vorlauferzellen generiert werden, ohne dass diese ihr
multipotentes Potential verlieren oder genetische Instabilitat aufweisen *°. Dass dies auch
unter GMP-Bedingungen mdglich ist, erfiillt eine grundlegende Voraussetzung flir den

spateren klinischen Einsatz der Zellen °°.

4.1.3 KM-MSC zeigten in vitro friher replikative Seneszenz als USSC und

CB-MSC und wiesen kurzere Telomere auf
Das in Kapitel 3.1.1 festgestellte geringere Wachstumspotential der KM-MSC koénnte darauf

zurtckzufiuihren sein, dass diese in vitro schneller ihr Teilungsmaximum erreichen. Wenn die
Telomere einer Zelle eine kritische Lange unterschreiten, verringert sich das
Teilungsvermdogen der Zelle bis hin zum irreversiblen Wachstumsarrest. Diesen Status, in
dem keine Teilung der Zelle mehr stattfindet, nennt man replikative Seneszenz '®®. Das
Stadium und der Fortschritt der replikativen Seneszenz in 5 USSC, 6 CB-MSC und 6
KM-MSC wurden in vitro ermittelt. Zwischen den durchlaufenen CPD der humanen Zellen
und dem Gehalt an p-Galaktosidase im Zytosol konnte in vitro eine negative Korrelation

festgestellt werden (vergleiche Kapitel 3.1.2).
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Insgesamt zeigten KM-MSC eine schnellere Zunahme der Seneszenz als USSC, CB-MSC
und deren korrespondierende klonale Zellpopulationen. Die neonatalen Progenitorzellen
fotalen Ursprungs aus dem NSB wurden spater seneszent, da sie in vivo noch nicht viele
Zellteilungen durchlaufen haben und auch keinen direkten Umwelteinflissen ausgesetzt
waren. Der fotale Ursprung der Vorlduferzellen aus NSB (CB-MSC) wurde von Zhang et al.
durch Untersuchungen des Karyotyps der Zellen festgestellt. Der Karyotyp von Stammzellen
aus dem NSB von mannlichen Neugeborenen wies mit einer Wahrscheinlichkeit von Uber
98% einen XY Phanotyp auf °. Dies zeigte, dass die Zellen vom méannlichen Fétus und nicht
von der Mutter entstammten. Im Vergleich dazu stammen KM-MSC aus dem KM
erwachsener Spender, so dass diese mesenchymalen Vorlauferzellen in vivo mehr
Zellteilungen durchlaufen haben und die Mdglichkeit besteht, dass sie Uber einen langeren

Zeitraum Umwelteinflissen ausgesetzt waren.

Zellkul Oxidativer
s g Tkuitur Stress DNA
Endreplikationsproblem _ _ ) o Sch'édigung
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Abb.59: Mogliche Ursachen von Seneszenz in Zellen. Verschiedene Ursachen kdnnen zu der
Entstehung von Seneszenz in Zellen beitragen. Seneszenz fungiert dabei als Mechanismus, um die
Teilung von potenziell geschadigten Zellen zu verhindern. Abbildung modifiziert nach Collado et al. 187,

Oxidativer Stress kann ursachlich flr die erhdhte Seneszenz in KM-MSC sein (Abb. 59).
USSC, CB-MSC und KM-MSC entstammen aus Bereichen mit sehr geringem
Sauerstoffpartialdruck und wurden in vitro in 21% O kultiviert. Fehrer et al. vermuten, dass
die replikative Seneszenz in MSC unter dem Einfluss von oxidativem Stress schneller
erreicht wird und geringe Sauerstoffkonzentrationen die Zellen, trotz Proliferation, in einem

8 Weitere Untersuchungen der im Rahmen der

undifferenzierten Zustand halten
vorliegenden Arbeit generierten KM-H Linien bezlglich ihrer replikativen Seneszenz unter
verschiedenen Sauerstoffbedingungen konnten Aufschluss dartiber geben. Alle klonalen
Zelllinien zeigten aufgrund der hohen durchlaufenen Teilungsanzahl in Zellkultur in gleicher
Passage ein schnelleres Eintreten der replikativen Seneszenz als ihre Ursprungszelllinien.
Die mit der Verkurzung der Telomere einhergehende replikative Seneszenz von Zellen ist ein

Schutzmechanismus gegen die Entartung der Zellen '®°
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Andere Gruppen konnten zeigen, dass die Telomerlange Rickschlisse auf die bisherige
Proliferation einer Zelle in vivo und in vitro zulésst '°*'®". Telomere in somatischen Zellen
sind mit durchschnittlich 8 kbp bis 10 kbp sehr heterogen in ihrer Ladnge. USSC und CB-MSC
zeigten nach 30 durchlaufenen CPD durchschnittiche TRF Langen von 11,43
beziehungsweise 10,63 kbp. KM-MSC hatten nach 30 CPD eine durchschnittliche TRF
Lange 8,76 kbp (vergleiche Abb.10B). Die von Zhang et al. gemessenen TRF Langen sind
mit 11,73 (+/- 0,32 kbp) in CB-MSC und 9,6 (+/- 0,86) in KM-MSC nach jeweils 4 Passagen
mit den im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelten Daten vergleichbar ®. Die kiirzeren
Telomerlangen der mesenchymalen Vorlauferzellen aus dem Knochenmark erwachsener
Spender (KM-MSC) geben ebenfalls Grund zu der Annahme, dass diese Zellen in vivo
bereits eine gewisse Anzahl an Zellteilungen durchlaufen haben. Neonatal gewonnene
USSC und CB-MSC hingegen zeigten auch Uber einen langeren Kultivierungszeitraum noch
lange Telomerlangen (vergleiche Abb.lll Anhang). Bei Analysen klonaler Zellpopulationen
konnte beobachtet werden, dass die durchschnittlichen terminalen Restriktionsfragmente
(TRF) aufgrund der hoheren CPD im Vergleich zur Ausgangslinie in der gleichen Passage

kiirzer waren %,

4.1.4 Die verwendeten Progenitorzellen exprimierten keine Stammzellmarker
und keine Telomerase

In immortalisierten Zelllinien wird der Verlust an telomerischer DNA, der durch DNA-Abbau
oder Replikation entsteht, wieder ausgeglichen. Verantwortlich daflir kann die Telomerase
(telomere terminal transferase) sein, die zur de novo Synthese der Telomere fahig ist '9%"9.
In den meisten humanen, somatischen Zellen ist keine Telomeraseaktivitat nachweisbar,
allerdings zeigen viele humane, immortalisierte Zelllinien und ungefahr 85% aller humanen

194

Tumorzellen Aktivitat der humanen Telomerase . Zudem zeichnen sich embryonale

Stammzellen und iPS durch Telomeraseaktivitat aus %',

Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben, zeigten die getesteten Progenitorzellen aus
Nabelschnurblut und Knochenmark zu keinem Zeitpunkt mit RT-PCR oder real-time PCR
TERT Expression. Auch die Ergebnisse aktueller Forschungen der Gruppe Zhang et al.
zeigten keine Telomerase in Progenitorzellen aus Knochenmark und Nabelschnurblut %,

Die konstitutiv exprimierte Untereinheit der Telomerase TERC sowie MYC-Genexpression
wurden in allen getesteten Linien nachgewiesen, wahrend keine aus NSB oder KM
generierte Zelllinie die Stammzellmarker NANOG, POUS5F1 und SOX2 exprimierte
(vergleiche Abb.IV). Dies unterstitzt die Annahme, dass Progenitorzellen aus
Nabelschnurblut multipotente, aber keine embryonalen Eigenschaften aufweisen.
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4.1.5 DLK1-Expression kann als Unterscheidungsmerkmal 2zwischen

verschiedenen Zellpopulationen aus Nabelschnurblut herangezogen werden

Die Einteilung der Zellpopulationen, welche unter 21% O, aus NSB generiert wurden, fand
unter anderem aufgrund der Expression von DLK1 (delta-like 1 homolog, Drosophila) statt.
Dlk1 ist ein Transmembranprotein, welches nach proteolytischer Spaltung durch Adam17 (a
disintegrin and metalloproteinase domain 17) Adipogenese inhibiert. Wahrend der humanen
Embryogenese wird DLK1 von unreifen Zellen, wie beispielsweise Hepatoblasten, exprimiert
und wéhrend der fetalen Entwicklung runter reguliert '*®. Nach der Geburt ist die Expression
in Saugetieren unter anderem auf Praadipozyten, Inselzellen der Bauchspeicheldrise,
Thymus-Stroma-Zellen und Zellen der Hypophyse und Nebenniere beschrankt %2 DLK1
wird stark von Praadipozyten exprimiert und wahrend ihrer adipogenen Differenzierung

runter reguliert 99205206,

USSC zeigten DLK7-Expression, wohingegen in CB-MSC keine bis sehr geringe
DLK1-Expression detektiert werden konnte. Klonale Linien der DLK1-positiven USSC zeigten
eine uneinheitliche DLK71-Expressionsstarke. KM-MSC zeigten ebenfalls unterschiedlich
starke Expressionen fur DLK1. In den Zelllinien, die aus NSB unter physiologischen
Bedingungen bei 5% Sauerstoff generiert werden konnten, variierte die Genexpression von
negativ in CB-H 3 bis positiv in CB-H 1, CB-H 2 und CB-H 4. Starke DLK7-Expression in
Zelllinien, die aus NSB generiert wurden, ging mit der nicht vorhandenen Fahigkeit zur
adipogenen Differenzierung einher (vergleiche Abb.IV A und Abb.11). Dies stimmt mit der, in

der Literatur beschriebenen, Adipogenese-inhibierenden Funktion von DIk1 {iberein '%°.
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4.1.6 Differenzierungspotential

4.1.6.1 Progenitorzellen aus Nabelschnurblut mit starker DLK7-Expression waren
nicht zur adipogenen Differenzierung in vitro fahig

Die verschiedenen nicht-hamatopoetischen Progenitorzellen, die aus NSB isoliert werden
kénnen, unterscheiden sich in ihrem Differenzierungspotential in vitro und in vivo %%
USSC zeigten keine Fahigkeit zur adipogenen, jedoch zur osteogenen und chondrogenen
Differenzierung. Mesenchymale Stromazellen aus dem NSB und KM zeigten sowohl
adipogenes, als auch osteogenes und chondrogenes Differenzierungspotential (vergleiche
Kapitel 3.1.4). Diese Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen

44,208-210

Uber das Differenzierungspotential von CB-MSC und KM-MSC Uberein

Zwischen den verschiedenen, unter 21% O, generierten Populationen aus NSB (USSC
und CB-MSC) und KM (KM-MSC), gab es keinen eindeutigen Unterschied im osteogenen
Differenzierungspotential in vitro, wie aus Abbildung 12 hervorgeht. Das osteogene
Differenzierungspotential schwankte innerhalb aller Populationen. KM-MSC und CB-MSC mit
hohem adipogenen Differenzierungspotential schienen haufig ein geringes Potential zur

osteogenen Differenzierung zu zeigen, und umgekehrt (vergleiche Abb.11 und Abb.12).

4.1.6.2 Klonale Zelllinien zeigten ein heterogenes Wachstumsverhalten und
Differenzierungspotential im Vergleich zu ihrer Ursprungszelllinie

Stamm- und Progenitorzelllinien, die in Kultur expandiert werden, erscheinen homogen. Sehr
dinn ausgesate KM-MSC und daraus isolierte klonale Linien zeigten bei Ylostalo et al.
jedoch ein sehr heterogenes Differenzierungspotential, welches teilweise auch von der
Position der Zellen in der Kolonie abhangig war. Zellen im Inneren der Kolonien schienen
determinierter zu sein als solche am Rand, wenngleich dies bei erneutem klonalen
Wachstum (Klone von Klonen) reversibel war und alle Zellen eine &hnliche Proliferation
aufwiesen ?'". Solche Beobachtungen zeigen, welchen erheblichen Einfluss die Kultivierung

der Zellen auf ihr Potential haben konnte.

Um das Wachstumsverhalten und Differenzierungspotential der USSC auf Einzelzellebene
zu betrachten, wurden etablierte klonale Zelllinien differenziert. Die aus NSB generierten,
klonalen Linien zeigten ein heterogenes Wachstumsverhalten und Differenzierungspotential.
Klonale USSC zeigten dabei weiterhin kein adipogenes, jedoch teilweise ein, im Vergleich
zur Ursprungszelllinie starkeres oder schwacheres, osteogenes Differenzierungspotenzial.
Von anderen Mitgliedern der Arbeitsgruppe vorgenommene Analysen klonaler Linien von
CB-MSC zeigten ebenfalls ein variierendes Differenzierungspotential im Vergleich zu ihren
Ursprungzelllinien. In mehreren klonalen Linien einer CB-MSC Ursprungszelllinie wurden

dabei verschieden starke adipogene Differenzierungen beobachtet '">2'2,
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Pittenger et al. und Muraglia et al. haben Studien an klonalen KM-MSC zum
Differenzierungspotential durchgefiihrt **?'. Klonale MSC, die immunphanotypisch keine
Unterschiede zeigten, waren ihr Differenzierungspotential betreffend heterogen. Etwa ein
Drittel der klonalen Zelllinien war zur adipogenen, osteogenen und chondrogenen
Differenzierung fahig, wahrend ber 60% kein adipogenes Differenzierungspotential zeigten.
Keine der 185 klonalen Zelllinien zeigte ausschlieRlich adipogenes oder ausschlieBlich
chondrogenes Differenzierungspotential 2. Diese Ergebnisse lassen auf Subpopulationen
innerhalb der KM-MSC Population schlieBen. Ahnliche Subpopulationen sind auch bei

Progenitorzellen aus Nabelschnurblut zu vermuten.

41.6.3 Unter 5% O generierte Zelllinien aus Nabelschnurblut zeigten
unterschiedliche DLK1-Expression und verschiedenes Differenzierungspotential

Ob die Generierung und/ oder Kultivierung unter 5% O, Einfluss auf das
Differenzierungspotential der Zellen hat, wurde untersucht. In murinen KM-MSC, die unter
21% O, generiert und unter 21% O, und 8% O kultiviert wurden, konnten Ren et al. eine
mehr als 5-fach starkere Bildung von Fettvakuolen in Zellen unter 8% O, im Vergleich zu
21% O, beobachten #'*. Unter 5% O, generierte und kultivierte Zelllinien aus Knochenmark
(KM-H Linien) zeigten ein hohes adipogenes und schwaches osteogenes
Differenzierungspotential. Ein geringeres osteogenes Differenzierungspotential von KM-MSC
unter geringeren Sauerstoffkonzentrationen wurde von Yang et al. beobachtet und von ihnen
auf den direkten Einfluss des durch Hypoxie (Mangel an Sauerstoff) aktivierten Genes
hypoxia-inducible transcription factor (Hif1) zurickgeflihrt. Yang und Kollegen zeigten eine
Hochregulation von Hif1 und seinem Zielgen Twist? unter Hypoxie (1% O,) '°. Twist1
inhibiert Runx2, welches ein Schlisselgen der Skelettogenese ist und dessen Expression fur
die Expression von weiteren Genen zur Osteoblastenreifung notwendig ist "°. Park et al.
zeigten bereits 2002 eine zeitabhangige Verringerung der mRNA-Expression und des
Proteinlevels von RUNX2 in der humanen MG-63 Osteosarkom-Zelllinie unter Hypoxie
(2% 0,) %'°. Weitere in vitro Studien zeigten hemmende Effekt von Hypoxie
(2% O, -10% O,) auf die Proliferation, Differenzierung und Knochenbildung von

Osteoblasten 2217221,
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Es konnte nicht generell ein geringeres osteogenes Differenzierungspotential fur unter 5%
generierte Progenitorzellen aus NSB im Vergleich zu unter 21% O, generierten
Progenitorzellen aus NSB festgestellt werden. Auffallend war jedoch, dass alle unter 21% O,
generierten USSC und CB-MSC und drei der vier CB-H Linien zur osteogenen

Differenzierung fahig waren, wahrend CB-H 3 nur ein sehr eingeschranktes Potential zeigte.

Beim Vergleich der DLK17-Expression, dargestellt in Abbildung IV A, und dem
Differenzierungspotential der Zellen, welches in Kapitel 3.1.4 behandelt wird, zeigte CB-H 1
unter den getesteten CB-H Linien die starkste DLK7-Expression und damit einhergehend
hohes osteogenes, jedoch kein adipogenes und chondrogenes Differenzierungspotential.
CB-H 2 und CB-H 4 =zeigten schwache DLK17-Expression sowie osteogenes und
chondrogenes, aber kein adipogenes Differenzierungspotential. Die CB-H Linie 3 zeigte
wenig osteogenes und kein chondrogenes Differenzierungspotential. Sie zeigte jedoch als
einzige der insgesamt 4 unter 5% O, aus NSB generierten Linien starkes adipogenes

Differenzierungspotential.

CB-H 3 zeigte zudem, im Vergleich zu den anderen CB-H Linien, auffallend geringe
Expressionswerte des Adipogenese-inhibierenden DLK71 sowie der Gene SOX9, TWIST1
und RUNX2 (vergleiche Abb.18 und Abb.19), die flr die chondrogene und osteogene
Differenzierung von Bedeutung sind. Die Prakonditionierung (4 Tage) oder vollstandige
Kultivierung in 21% O, von CB-H oder KM-H Zelllinien hatte keinen Einfluss auf deren

adipogenes und osteogenes Differenzierungspotential (vergleiche Abb.13 und Abb.14).

4.1.6.4 Die Generierung unter 5% O, hatte keinen generellen Einfluss auf die mit
Differenzierung assoziierte Genexpression an Tag 0

Die Expression der mit chondrogener und osteogener Differenzierung assoziierten Gene war
nicht prinzipiell unterschiedlich zwischen Zelllinien aus NSB, die unter 5% und 21% O,
generiert wurden. Wie in Kapitel 3.2.1 dargestellt, zeigten CB-MSC und CB-H Linien ahnliche
relative Expressionsmuster der Gene RUNX2, FOSL1, FOSL2, FGF2 und FGF5.

Die Expression von Dickkopf-related protein 1 (DKK1) wurde in USSC kaum detektiert,
wahrend die einzelnen CB-MSC &ahnlich wie die CB-H Linien DKK17 unterschiedlich stark
exprimierten. Alle unter 5% O, aus NSB generierten Zelllinien exprimierten DKK1. Aktuelle
Arbeiten von Guo et al. zeigten eine erhdhte DKK1 Expression in malignen Gliomzellen bei

der Kultivierung unter hypoxischen im Vergleich zu normoxischen Bedingungen %%,
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Ein Einfluss der Zellkultur auf die Expression von DKK1 kann nach Daten von Prockop et al.
nicht ausgeschlossen werden. Sie sehen einen Zusammenhang zwischen einzelnen Phasen
der Populationsdynamik von MSC aus KM und der DKK71-Expression. DKK1 verringerte die
B-Catenin Konzentration der Zellen, was fir einen gehemmten WNT-Signalweg spricht.
Diese Hemmung soll es den Zellen erméglichen erneut in einen Zellzyklus einzutreten 22322,
USSC und CB-MSC zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Wachstumskinetik, wohl
jedoch in der DKK1-Expression, dargestellt in Abbildung 7B respektive Kapitel 3.2.5. Einen
direkten Zusammenhang zwischen erhéhtem Wachstum und starker DKK7-Expression, wie

er fur KM-MSC vermutet wird, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht gezeigt werden.

Des Weiteren gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Dkk1 und homolog
of Drosophila muscle segment homeobox 2 (Msx2) Expression. Msx2 inhibiert die
Expression von Dkk7 in murinen Fibroblasten 2?°
CB-MSC zeigten DKK1, aber kaum MSX2 Expression (vergleiche Abb.17 und Abb.19).

Real-time PCR Ergebnisse und Auswertungen von Microarray-Analysen von T. Hennicke

. In der vorliegenden Arbeit analysierte

aus unserer Gruppe bestatigten die Expression von MSX2 in USSC und KM-MSC. In
CB-MSC wurde MSX2 Expression nur geringfiigig detektiert '"°.

Der Transkriptionsfaktor Msx2 erfullt eine wichtige regulierende Rolle bei der Differenzierung

226 Msx2 hemmt die

von mesenchymalen Zellen zu Osteoblasten und Adipozyten
Adipogenese durch die Unterdriickung der Expression und Funktion von C/ebpa und
Ppary ?’. Li et. al konnten an transgenen Mausen zeigen, dass Dkk1 die Osteoblasten-
vermittelte Mineralisierung der Knochen hemmt und eine Uberexpression von Dkk1
erheblichen Knochenschwund verursachen kann. Die Zugabe von rekombinantem,
humanem DKK1 zu in vitro kultivierten murinen Osteoblasten hemmte die Differenzierung
der Osteoblasten deutlich und verminderte die Mineralisierung dosisabhangig #*®. Die starke
MSX2 Expression in USSC koénnte daran beteiligt sein, dass diese Zellen kein adipogenes
Differenzierungspotential zeigten und, aufgrund der gehemmten DKK7-Expression, zur

starken osteogenen Differenzierung fahig waren.

4.2 HOX-Genexpression

Die DAVID Analyse zeigte, dass die 271 Gene, die beim Vergleich von USSC zu CB-MSC
signifikant unterschiedlich exprimiert wurden, vor allem bei entwicklungsbiologischen
Prozessen und als Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielen. In den 10 GO Terms mit den
geringsten Uberschreitungswahrscheinlichkeiten fanden sich mehr als 15 HOX-Gene

(vergleiche Tab.6).
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4.2.1 Die HOX-Genexpression in USSC, CB-MSC und KM-MSC
Unsere Arbeitsgruppe konnte 2010 zeigen, dass USSC in vitro im Gegensatz zu CB-MSC

keine HOX-Gene exprimieren '®. Diese Eigenschaft haben sie mit embryonalen
Stammzellen, iPS-Zellen und fétalem sowie adultem Lebergewebe gemeinsam. HOX-Cluster
Analysen bestatigen die Unterteilung von Vorlauferzellen aus NSB in CB-MSC und USSC
auf Grundlage ihres adipogenen Differenzierungspotentials und der DLK7-Expression '®°.
Analysen der HOX-Genexpression klonaler USSC, CB-MSC und KM-MSC gaben erneut
Einsicht in die Heterogenitat der Zelllinien. Nicht nur verschiedene CB-MSC oder KM-MSC
Zelllinien  zeigten, wie in  Abbildung 23 dargestellt, eine unterschiedliche
HOX-Genexpression, sondern auch diverse Klone einer Zelllinie. Dabei ahnelte das
Expressionsmuster dem der Ursprungszelllinie, geringe Abweichungen waren jedoch
mdglich. Nicht klonale Zelllinien bestehen demnach aus verschiedenen Subpopulationen, die
unterschiedliche HOX-Gene exprimieren kdnnen. Dabei kann ein Klon HOX-Gene
exprimieren, deren Expression in der Ursprungslinie aufgrund der geringen Prasenz des
Klons nicht detektiert wird. HOX-Genexpressionsschwankungen in nicht klonalen Linien
kénnten durch das Auswachsen und die Dominanz einzelner Klone innerhalb der Zelllinien

begriindet sein.

Obwohl Fibroblasten, die von anatomisch verschiedenen Stellen gewonnen wurden, in Kultur
die gleiche Morphologie aufwiesen, zeigten sie doch groRe Unterschiede in der
Genexpression und wiesen ihrer  anatomischen Herkunft entsprechende

HOX-Genexpressionsmuster auf 22%2%,

Auch aus verschiedenen Organen isolierte
mesenchymale Vorlauferzellen, die von K. B. Ackema und J. Charité untersucht wurden,
zeigten unterschiedliche topographische Hox-Codes #*'. Die anatomische Herkunft der Zelle
spiegelt sich diesen Ergebnissen zufolge in ihrem Hox-Code wider 22%'232 Erkenntnisse
von R. Morgan lassen vermuten, dass der Hox-Code einer Zelle im adulten Organismus den
Hox-Code wahrend der embryonalen Musterbildung widerspiegelt und somit Rickschlisse
auf den Ursprung der Zelle zuldsst %**. Demzufolge kdnnen nicht klonale Zelllinien aus
mehreren Vorlauferzellen hervorgegangen sein, die einen anatomisch sehr ahnlichen, aber
nicht unbedingt identischen Ursprung haben. Dies wiirde fiir verschiedene anatomische oder
entwicklungsbiologische Urspriinge von USSC und CB-MSC beziehungsweise KM-MSC

sprechen.
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4.2.2 Die Generierung und Kultivierung unter 5% O, hatte Einfluss auf die

HOX-Genexpression

Der Einfluss der Generierung und Kultivierung von Progenitorzellen aus Knochenmark und
Nabelschnurblut unter 5% O, auf die HOX-Genexpression wurde im Rahmen dieser Arbeit
erstmalig untersucht. Alle getesteten, unter 5% O, generierten Zelllinien exprimierten diverse
Gene des HOX A- und D-Clusters (vergleiche Abb. 25). Nach 21-tagiger Kultivierung unter
21% O, regulierte die Zelllinie CB-H 3 die Expression der HOX-Gene rauf und initiierte die
Expression von 3 HOX-Genen, wahrend die anderen drei CB-H Linien ihre
HOX-Genexpression reduzierten (CB-H 4) oder nahezu einstellten (CB-H 1 und CB-H 2).
Wenn sich der HOX-Code der Zellen jedoch in Abhangigkeit von der umgebenden

Sauerstoffkonzentration andert, lasst er keine Ruckschlisse auf den Ursprung der Zellen zu.

CB-H Zelllinien, die eine sehr geringe HOX-Genexpression unter 21% O, zeigten, hatten
auch weitere Eigenschaften, wie ein fehlendes adipogenes Differenzierungspotential und die
DLK1-Expression mit USSC gemeinsam. Die einzige, unter 5% O, generierte Zelllinie CB-H
3, die keine DLK1-Expression zeigte, verstarkte ihre HOX-Genexpression bei Kultivierung
unter 21% O, und zeigte adipogenes Differenzierungspotential ahnlich wie CB-MSC. Der
HOX-Code von Zellen, die unter 5% O, generiert und kultiviert wurden, kann demzufolge

nicht zur Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen in vitro herangezogen werden.

HOX-negative USSC zeigten keine Expression von HOX-Genen nach 21-tagiger Kultur unter
5% O,. Wenn diese Zellsubpopulation erhdhten Sauerstoffkonzentrationen ausgesetzt war
(Generierung und Kultivierung bei 21% O,), ist der Verlust der HOX-Genexpression nicht
alleine durch Verminderung der Sauerstoffkonzentration reversibel, auch wenn die
Expression anderer Gene, wie der des Wnt-Signalweges schon nach kurzer Kultivierung (4h)
unter 5% O, wieder an die der CB-H Linien angeglichen werden kann (diskutiert in Kapitel
4.3.2). Dies sollte bei der Generierung von Progenitorzellen, die als Modellsystem oder zur
Geweberegeneration verwendet werden sollen, vor allem aufgrund der aktuellen
Forschungsergebnisse von Leucht und Kollegen, wonach der Hox-Code eine wesentliche

Rolle beim Engraftment nach Zelltransplantation spielt, beriicksichtigt werden 2.
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4.2.3 Die in vitro Differenzierung hatte keinen einheitlichen Einfluss auf die

HOX-Genexpression

Die Untersuchungen der HOX-Gene wurden durchgefiihrt, um einen Einblick in die
HOX-Genexpression bei der in vitro Differenzierung zu erhalten. Hierzu ist in der Literatur
nicht viel bekannt. Die Arbeit von Leucht und Kollegen gibt erste Hinweise darauf, dass die

Hox-Genexpression das Differenzierungspotential in vivo beeinflusst 2%

. Hox-negative
murine Vorlauferzellen aus dem Unterkieferknochen adaptierten ein Hox-positives
Expressionsmuster, nachdem sie in Hox-positives verletztes Gewebe des Schienbeins
transplaniert wurden und trugen ferner zur Knochenregeneration bei. Hox-positive
Progenitorzellen aus dem Schienbein, die in Bereiche des verletzten Unterkieferknochens
transplaniert wurden, differenzierten hingegen zu Chondrozyten und hielten ihre

Hox-Genexpression aufrecht 2.

Es konnten keine HOX-Gene identifiziert werden, die wahrend der Differenzierung in vitro
einheitlich reguliert wurden. Alle HOX-positiven CB-MSC und KM-MSC exprimierten nach
adipogener Differenzierung in vitro unter anderem die Gene HOXAS, D8, C10, D10. CB-MSC
und KM-MSC zeigten nach chondrogener in vitro Differenzierung eine Abnahme der
HOX-Gene des B- und C-Clusters. Die Expression der Gene HOXA5-7, D8 und D10 wurde
in allen CB-MSC und KM-MSC wahrend chondrogener Differenzierung aufrechterhalten.
Insgesamt wurde die Expression der HOX-Gene 4-10 der Cluster A, C und D in der
osteogenen Differenzierung von CB-MSC und KM-MSC in vitro ubiquitar eher stabilisiert,
wahrend die Gene 1-3 und 11-13 der HOX-Cluster zelllinienabhangig reguliert wurden
(vergleiche Abb.24).

Beim Vergleich der HOX-Genexpression (analysiert in Kapitel 3.2.3) mit dem
Differenzierungspotential in vitro (dargestellt in Kapitel 3.1.4) zeigte sich, dass fur die
chondrogene und osteogene Differenzierung von Progenitorzellen aus Nabelschnurblut in
vitro eine Expression von HOX-Genen scheinbar nicht erforderlich ist, da alle HOX-negativen
USSC dieses Potential ebenfalls zeigten. Drei der CB-H Linien, die unter 5% O,
HOX-Genexpression zeigten, waren dessen ungeachtet sowohl unter 5% als auch unter

21% O, nicht zur adipogenen Differenzierung fahig (vergleiche Abb.11).
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4.2.4 HOX-Genexpression ist induzierbar

Die direkte Ko-Kultur der HOX-positiven Zellpopulationen (CB-MSC und KM-MSC) mit
HOX-negativen USSC wurde etabliert. Erste Ergebnisse sprechen fiir eine Adaptation der
HOX-Genexpression von HOX-negativen USSC durch die direkte Ko-Kultur mit
HOX-positiven CB-MSC oder KM-MSC. Eine indirekte Ko-Kultur mittels Transwells wurde in
Vorversuchen ebenfalls durchgefihrt, flihrte aber zu keiner Veranderung der
HOX-Genexpression in USSC (Daten nicht gezeigt). Mdglicherweise ist der direkte
Zell-Zellkontakt dazu erforderlich.

Initiiert die direkte Ko-Kultur die HOX-Genexpression der USSC, kénnte das vermutlich auch
Auswirkungen auf die Expression weiterer Gene, wie beispielsweise DLK7 oder
Whnt-assoziierter Gene haben. Ist dies der Fall, zeigen USSC dann moglicherweise ein
adipogenes Differenzierungspotential nach direkter Ko-Kultur? Die Ergebnisse der in vitro
Differenzierung der CB-H Linien zeigten, dass die Expression verschiedener HOX-Gene
alleine nicht ausreichend ist, um das Differenzierungspotential zu beeinflussen, da drei der
CB-H Linien trotz HOX-Genexpression unter 5% O, weder unter 5% noch unter 21% O, zur

adipogenen Differenzierung fahig waren.

4.2.5 Veranderungen im HOX-Code durch Sauerstoffkonzentration und
Ko-Kultur

HOX-Gene sind im Bereich der regenerativen Medizin von Interesse, da ihre Funktion der
Identitatszuweisung nicht nur auf die Embryogenese beschrankt ist, sondern auch
gravierenden Einfluss auf die Zellregeneration und das Anwachsen von Transplantaten zu

haben scheint %2

. Die standige Erneuerung eines Gewebes erfordert auch im adulten
Organismus die Zuweisung von Position und Identitat fir neugebildete Zellen und macht die
HOX-Genexpression zu einem madglichen Mechanismus, der auch lange nach der Geburt

noch in diversen Geweben und Zelltypen von groRer Bedeutung ist '82%3*,

Da die direkte Ko-Kultur in vitro mit HOX-positiven Zellen Einfluss auf HOX-negative USSC
zu haben scheint und in ihnen HOX-Genexpression initiiert, kann der HOX-Code von
CB-MSC und KM-MSC vielleicht auch Aufschluss dariber geben, mit welchen Zellen sie in
vivo Kontakt hatten. Dies konnte bedeuten, dass USSC in vivo bisher nur mit ebenfalls
HOX-negativen Gewebe Kontakt hatten, oder sogar einen anderen anatomisch Ursprung
haben als CB-MSC und KM-MSC. Die verschiedenen Subpopulationen, die aus
Nabelschnurblut generiert werden koénnen, spiegeln Vvielleicht unterschiedliche
Entwicklungsstufen einer Vorlauferzelle oder aber den unterschiedlichen anatomischen

Ursprung verschiedene Vorlauferzellen wieder.
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Sind USSC sehr junge Vorlauferzellen, die noch nicht viel Kontakt zu Zellen auf3erhalb ihrer
potentiellen Nische hatten? Moglicherweise beeinflusste aber auch eine andere
physiologische Umgebung den HOX-Code der USSC, so wie es verschiedene
Sauerstoffkonzentrationen in vitro tun. Die Beobachtung, dass einige HOX-positive CB-H
Linien unter 21% O, ihre HOX-Genexpression nahezu einstellen, kbnnte auch bedeuten,

dass USSC und CB-MSC in vivo unterschiedlichen Einflissen ausgesetzt waren.

HOX-Genexpressionsanalysen unserer Gruppe an Primarkolonien aus Nabelschnurblut
haben gezeigt, dass die gebildeten Primarkolonien bereits anhand der HOX-Genexpression
in USSC und CB-MSC unterteilt werden koénnen (Daten nicht gezeigt). Wenn die
HOX-Genexpression jedoch bei der Generierung von Progenitorzellen aus Nabelschnurblut
unter 21% O, noch vor der Primarkolonienbildung eingestellt wird, kénnten USSC dann

vorher HOX-positiv sein?

Da die HOX-Genexpression in vivo elementare Ablaufe steuert, ist zu vermuten, dass dem
Phanomen der Veranderung der HOX-Genexpression durch direkte Ko-Kultur und erhdhte
Sauerstoffkonzentrationen eine biologische Funktion zugrunde liegt. HOX-Genexpression
und die Fahigkeit diese zu initiieren, ist ein wichtiger Aspekt fir die potentielle spatere
Verwendung der Zellen in Transplantationen und dem Knochen-/ Knorpelersatz in vivo.
Weitere  Untersuchungen sind notwendig, um die genaue Regulation der
HOX-Genexpression in Progenitorzellen durch verschiedene Sauerstoffkonzentrationen zu
bestimmen, ihre Auswirkung auf das Differenzierungspotential zu evaluieren und die

Bedeutung fur den Einsatz der Zellen in der regenerativen Medizin zu klaren.
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4.3 Wnt-Genexpression

Der Wnt/ B-Catenin-Signalweg ist an der Steuerung vieler Prozesse wahrend der
Embryonalentwicklung und im adulten Organismus beteiligt. Von besonderem Interesse war
daher die Analyse einzelner am Wnt-Signalweg beteiligter Gene in undifferenzierten und in
in vitro differenzierten Zellen. Mogliche Zusammenhange zwischen spezifischen

Genexpressionsmustern und dem Differenzierungspotential der Zellen wurden untersucht.

4.3.1 USSC, CB-MSC und KM-MSC zeigten individuelle Unterschiede im

Wnt-Genexpressionsmuster

Obwohl CB-MSC und KM-MSC gemeinsame Eigenschaften, wie adipogenes
Differenzierungspotential und HOX-Genexpression haben, die sie nicht mit USSC teilen,
wiesen die Populationen aus dem Nabelschnurblut im Wnt-Genexpressionsmuster mehr
Ubereinstimmungen auf. USSC und CB-MSC zeigten ein ahnliches
Wnt-Genexpressionsprofil mit nur wenigen unterscheidenden Genen, wie beispielsweise
SFRP4, welches starker in USSC exprimiert wurde und DKK17, welches CB-MSC starker
exprimierten (vergleiche Abb.29).

KM-MSC exprimierten 14 Gene mehr als 4-fach unterschiedlich im Vergleich zu USSC und
CB-MSC. PITX2, WNT5B und FZD5 wurden dabei einheitlich von KM-MSC starker
exprimiert als in den Zellpopulationen aus dem Nabelschnurblut. CB-H Linien zeigten eine
insgesamt starkere Expression der 84 getesteten Gene im Vergleich zu USSC und CB-MSC,
welche auch nach 4-tdgiger Kultivierung der CB-H Linien in 21% O, bestehen blieb
(vergleiche Abb.33A).

4.3.2 Kultivierung von USSC in 5% O, flhrte zu einer Angleichung des

Whnt-Genexpressionsmusters an das der CB-H Linien

CB-H Linien zeigten im Vergleich zu USSC eine differentielle Expression von mehr als 40
und im Vergleich zu CB-MSC von 26 der 84 getesteten Gene. Fehrer et al. flihrten
Genexpressionsanalysen an MSC aus Knochen durch, die unter 3% und 20% O, kultiviert
wurden. Etwa 40 der 2244 stark unterschiedlich exprimierten Gene in den miteinander

8 Dies deutet auf einen

verglichenen Populationen gehoérten dem Wnt-Signalweg an
Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die Wnt-Genexpression hin, der fiir die unter 5% O,

generierten CB-H Linien nicht reversibel scheint.
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USSC =zeigten bereits nach 4-stindiger Kultivierung in 5% O, eine deutlich hdhere
Genexpression von Uuber 30 der 84 getesteten Gene (vergleiche Abb.VIl). Das
Genexpressionsmuster der USSC naherte sich nach 4—tagiger Kultivierung unter 5% O, dem
der CB-H Linien an. Die differentielle Expression einzelner Gene, wie sFRP4, CCND2, DKK1
und WIF1, blieb bestehen oder stellte sich spatestens nach 4 Tagen in 5% O, erneut ein
(vergleiche Abb. 34B).

Die Kultivierung von Progenitorzellen aus Nabelschnurblut unter 5% O, hat groRen Einfluss
auf das Wnt-Genexpressionsprofil und vermutlich auch erhebliche Auswirkungen auf den

Stoffwechsel und die weitere Genexpression der Zellen.

4.3.3 Analyse der Genexpression vor und nach chondrogener und osteogener

Differenzierung

Ingenuity Pathway Analysen gaben Hinweise darauf, dass eine unterschiedliche
Wnt-Genexpression Auswirkungen auf das Differenzierungspotential der Zellen haben
kénnte. USSC und CB-MSC zeigten WNT5A Expression an Tag 0. Die chondrogene und
osteogene Differenzierung ging mit einer Runterregulation der WNT5A Expression einher
(vergleiche Abb.35 und 39). Whtba wird wahrend der Entwicklung der Extremitaten von Huhn
und Maus in Bereichen der chondrogenen Kondensation exprimiert 623, Wnt5a verstarkt
die chondrogene Differenzierung im friihen Stadium, unterdriickt aber die Hypertrophie der

Chondrozyten durch die Inhibition von Runx2 iber NF-kappaB 2%

. Demzufolge ist eine
basale Expression, wie in USSC und CB-MSC an Tag 0 detektiert, wahrscheinlich relevant
fur deren chondrogene Differenzierung. Eine Runterregulation wird in spateren Stadien der
Chondrogenese und, da Runx2 auch essentiell ist fiir die osteogenen Differenzierung, auch

mit osteogener Differenzierung erforderlich (vergleiche Abb.35 und 39).

Die Expression von WNT9A hingegen stieg in beiden Zelllinien mit chondrogener
Differenzierung leicht an (vergleiche Abb.35). Wnt9a wird in vivo vor allem im Bereich des
Mesenchyms, welches an die Chondrogenese angrenzt, und im Bereich der Gelenkbildung
exprimiert, wo es die Chondrogenese inhibiert *¢?*. Die Abbildungen der Safranin-O/ Fast
Green gefarbten, chondrogen differenzierten Pellets von USSC und CB-MSC zeigten, dass
die Zellen in der dreidimensionalen Pelletkultur nicht homogen differenzierten (vergleiche
Abb.16). Einzelne, an chondrogen-differenzierende Zellen angrenzende Zellen kénnten
zeitweise Chondrogenese-inhibierende Gene, wie WNT9A, hochregulieren. Da nicht alle
Zellen einer Pelletkultur gleichmaRig differenzieren, ist so auch eine Steigerung der

Chondrogenese-inhibierenden Genexpression moglich.
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Die Expression von sFRP3 stieg mit chondrogener Differenzierung in vitro an. Die
Expressionswerte nach osteogener Differenzierung waren ebenfalls bemerkenswert hoch
(vergleiche Abb.35 und 40). sfrp3 wird in vivo stark in Bereichen der Kondensation, sowie in
pra-hypertrophen und hypertrophen Chondrozyten und im Periosteum exprimiert 627, Ein
direkter Einfluss auf die Reifung und Funktion von Chondrozyten und dadurch auch auf die
Skelettogenese von Saugetieren wurde bereits 1996 von Hoang et. al vermutet 2%, Chung et
al. zeigten 2004 eine unerwartete Verstarkung der osteogenen Differenzierung von murinen

Osteoblasten durch Zugabe von rekombinantem sFRP3 2.

Eine zugrundeliegende
Selbstregulierung der sFRP3-Genexpression konnte das osteogene Potential der Zellen

verstarken.

In vivo Experimente an Knock-out Mausen weisen auf eine essentielle und redundante
Funktion von Lrp5 wund Lrp6 bei der Weiterleitung von Wnt-Signalen zur
Osteoblastenbildung und Chondrogenese im Embryo hin ?*°. USSC und CB-MSC zeigten
eine negative Korrelation zwischen der chondrogenen und osteogenen Differenzierung und
der Expression von LRP5 und LRP6 nach Differenzierung, welche vielleicht durch eine
Autoregulation begriindet sein koénnte. Je weniger Rezeptoren flir den kanonischen
Signalweg zur Verfliigung stehen, umso weniger inhibierenden Einfluss kénnen Wnt-Proteine
auf den Verlauf der Differenzierung nehmen. Zudem miussen stark differenzierte Zellen nicht
mehr in dem MalRe empfanglich fir Signale anderer Zellen sein, da ihr Zellschicksal bereits

feststeht/ vollzogen ist.

Insgesamt exprimierten USSC DKK1 geringer als CB-MSC und KM-MSC. Wahrend die
DKK1-Expression in CB-MSC mit chondrogener Differenzierung bis zur Nachweillgrenze
sank, ist sie nach der osteogenen Differenzierung der CB-MSC noch stark detektierbar.
C-terminales Bindungsprotein (CTBP1) interagiert als Ko-Repressor mit
Transkriptionsfaktoren verschiedener Signalwege (Wnt, Notch) und verhindert das Ablesen
ihrer Zielgene **?*'. CTBP1 ist physiologisch reguliert und aktiver in Vorhautfibroblasten, die
unter Hypoxie (1% O,) kultiviert werden als unter Normoxie (21% O,) *2. Dies wird durch die
Beobachtung, dass die Uberexpression von CTBP1 den BMP-Signalweg inhibiert, wahrend
der Knockdown von CTBP1 durch small interfering RNA die hypoxische Unterdriickung des
BMP-Signalweges durch CTBP17 verhindert, unterstiitzt **>. CB-MSC zeigten fir CTBP1
ebenfalls eine starke Abnahme der Expression nach chondrogener, nicht jedoch nach
osteogener Differenzierung. Osteogen differenzierte KM-MSC wiesen sogar einen Anstieg
der CTBP1 Genexpression auf. Die Expression von CTBP1 nahm in USSC mit

chondrogener und osteogener Differenzierung ab (vergleiche Abb. 36 und 41).

125



Die vermindert osteogen differenzierende CB-MSC 2 exprimierte als einzige Zelllinie aus
Nabelschnurblut nach 14 Tagen osteogener Differenzierung eine erhohte Menge BMPA4.
Zudem war sie auch die einzige Zelllinie neben KM-MSC deren MYC Expression nicht durch
die osteogene Differenzierung stark runterreguliert wurde. Eine erfolgreiche osteogene
Differenzierung hat anscheinend das Einstellen der MYC-Expression zur Folge. Ahnliches
konnte auch fur die chondrogene Differenzierung beobachtet werden. Myc spielt eine
entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Selbsterneuerung von Stammzellen durch

244 und kann Uber eine

eine Kombination von microRNA und Transkriptionsfaktoren
Bindungsstelle in der humanen BMP4 Promotorregion auch Einfluss auf die BMP4

Genexpression nehmen 2%.

Die fur die chondrogene Differenzierung beschriecbenen Markergene SOX9, COMP und
IGF1 wurden von USSC nach chondrogener Differenzierung deutlich erhdéht exprimiert,
wahrend CB-MSC nur teilweise einen leichten Anstieg dieser Markergenexpression zeigten.
Die Expressionslevel von Markergenen der osteogenen Differenzierung, wie BSP, RUNX2
und OSX, waren in osteogen differenzierten CB-MSC hoéher als in USSC. Es ist jedoch
bemerkenswert, dass USSC nach 21 Tagen chondrogener Differenzierung, einen leichten
Anstieg der BSP-Expression zeigten den sie nach 14 Tagen osteogener Differenzierung

nicht zeigten.

USSC und CB-MSC =zeigten ein chondrogenes Differenzierungspotential, welches auf
Genexpressionsebene einheitlich mit der Abnahme der WNT5A, LRP5, LRP6, DKK1, CTBP1
und MYC-Expression einherging. WNT9A, sFRP3 und SOX9, COMP und IGF1 hingegen
wurden im Anschluss an die chondrogene Differenzierung starker exprimiert. Die sFRP4
Expression wurde durch die Differenzierung nur in undifferenziert schon stark sFRP4
positiven USSC erhéht.

4.4 Uberexpression von Schllisselgenen

Die erfolgreiche Uberexpression der Zellen mit WIF1, BMP4 (vergleiche Abb.44 und Abb.46)
oder WNT3A (Masterarbeit Fomin)'® wurde auf mRNA- und Proteinebene nachgewiesen.
Wie in Abbildung 48 dargestellt, zeigten DLK7-positive USSC auch nach WIF1, BMP4 oder
WNT3A Uberexpression noch DLK7-Expression. Die WIF1 Uberexpression hatte dabei
keinen einheitlichen Einfluss auf die DLK1-Expression, wahrend die BMP4 Uberexpression
zu einem Anstieg von DLK1 fuhrte. Die nativ nur sehr schwach DLK7 exprimierende
CB-MSC 2 zeigte die héchste BMP4 Proteinmenge nach der Uberexpression und wies ferner
einen leichten Anstieg der DLK7-Expression auf. Die Uberexpression von WNT3A hatte

keine starke Anderung der DLK1-Expression zur Folge.
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4.4.1 Die mit WIF1, BMP4 oder WNT3A Uberexpression einhergehenden

Veranderungen in der Genexpression

Die Uberexpression von WIF1 und BMP4 in USSC und CB-MSC hatte iberwiegend eine
Runterregulation der Expression der getesteten Gene zur Folge. Die Uberexpression von
WNT3A in USSC 1 und CB-MSC 1 fihrte zu einem Anstieg der WIF1, COMP und BMP4

Expression und einer Expressionsabnahme von SOX9 und ACAN.

4.4.2 Die Uberexpression von WIF1, BMP4 oder WNT3A hatte Einfluss auf

das adipogene, osteogene und chondrogene Differenzierungspotential

Mit WIF1 transduzierte CB-MSC wiesen ein starkes, adipogenes Differenzierungspotential
auf und auch die Uberexpression von WIF1 in KM-MSC erhdéhte das adipogene
Differenzierungspotential dieser Zellen deutlich (vergleiche Abb.51 und 52). USSC waren
nach der WIF1 oder BMP4 Uberexpression unveréndert nicht zur adipogenen
Differenzierung fahig. Die Uberexpression von BMP4 hingegen hatte einen hemmenden
Einfluss auf die Bildung von Fettvakuolen in CB-MSC. Dies steht im Widerspruch mit der
Beobachtung, dass BMPs die adipogene Differenzierung von murinen embryonalen

Stammzellen induzieren und fiir die Differenzierung sogar erforderlich sind 24¢24%.

In USSC, CB-MSC und KM-MSC fiihrte die Uberexpression von WIF1 zu einem erhdhten
osteogenen Differenzierungspotential. Wif1 inhibiert den Wnt-Signalweg in vitro, reduziert
die Menge an B-Catenin im Zytosol und induziert so die Differenzierung von humanen und
murinen Osteoblasten in Kultur *°. BMP4 kann die Knochenbildung initiieren, auch wenn die
Expression von BMP4 fiir die Bildung des Skeletts nicht zwingend erforderlich ist *°. Die
Uberexpression von BMP4 verstarkte das osteogene Differenzierungspotential der USSC
und bewirkte in einer CB-MSC veradndertes Wachstum. Durch dieses geanderte
Wachstumsverhalten der CB-MSC 2 lasst die Methode der Quantifizierung in diesem Fall

keine vergleichbare Aussage Uber das osteogene Differenzierungspotential zu.

Eine Safranin-O/ Fast Green Farbung im Anschluss an die chondrogene Differenzierung
sollte Aufschluss Uber das chondrogene Differenzierungspotential geben. Zellen, die mit
WIF1 transduziert wurden, bildeten stabile Pellets in der chondrogene Differenzierung. Diese
zeigten jedoch kaum positive Safranin-O/ Fast Green Farbung. Eine moégliche Erklarung liegt
in der Methode der Farbung.
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Der kationische Safranin-O Farbstoff farbt selektiv die Proteoglykane in Knorpelgewebe
orange-rot. Proteoglykane sind Molekile, die aus einem Protein und kovalent gebundenen
Glykosaminoglykanen bestehen. Die Farbintensitat steigt proportional zur Menge der
Glykosaminoglykane. Heparansulfat gehért ebenfalls zur Gruppe der Glykosaminoglykane,
ist Bestandteil der extrazellularen Matrix und kann durch die epidermal growth factor (EGF)-

21 Wenn diese

like domains Bindungsstellen 1I-V von WIF1 gebunden werden
Bindungsstelle von WIF1 auch weitere Glykosaminoglykane binden kann, ist nicht
auszuschlieBen, dass die Bindung des, durch Uberexpression sehr stark vorhandenen
Proteins WIF1 an die, durch chondrogene Differenzierung gebildete Glykosaminoglykane,

eine Farbung durch den Safranin-O Farbstoff verhindert.

Wahrend der Embryonalentwicklung des Huhns wird Bmp4 in Regionen der
Knorpelentwicklung, dem Perichondrium, exprimiert. Eine in diesen Regionen lokale
Uberexpression von Bmp4 im Huhn fiihrte zu einer Zunahme der extrazellularen Matrix und
Chondrozytenzahl, vermutlich verursacht durch eine erhdhte Rekrutierung von
Vorlauferzellen ?*2. BMP4 (iberexprimierende USSC und CB-MSC zeigten eine erhéhte
Bildung von Proteoglykanen, die mittels Safranin-O/ Fast Green Farbung nachgewiesen
werden konnte. Zudem wiesen auch randstandige, in Mock-Kontrollzellen durchgehend nicht

differenzierte Zellen eine positive Farbung auf.

WNT3A (berexprimierende USSC und CB-MSC zeigten keine erfolgreiche chondrogene
Differenzierung in vitro '®*. Die Runterregulation der SOX9 Expression sowie die erhdhte
Expression von WIF1 kbénnten sich negativ auf das chondrogene Differenzierungspotential

der Zellen auswirken.

Fir die Kondensation in vivo sind ein Wachstumsarrest sowie die Expression von
Adhasionsmolekilen erforderlich. Proteine wie N-cadherin sind von wesentlicher Bedeutung
fir die Adhasion der Zellen bei der Kondensation und N-Cam flir die Stabilisierung und
Aufrechterhalten der Kondensation, was den Zellen erst ermdglicht dichte Aggregate zu
bilden '*®. Kondensierte Zellen stoppen die Expression der Adhasionsmolekiile und beginnen
mit der Produktion der extrazellularen Matrix. Vermutlich wird die Bildung der
Adhasionsmolekiile durch die WNT3A Uberexpression verhindert, was den Zerfall der

Pelletkultur nach spatestens 10 Tagen zur Folge hat.
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Eine weitere Erkldrung konnte die Rekrutierung von B-Catenin durch Aktivierung des
kanonischen Wnt-Signalweges darstellen. 3-Catenin kann als Ligand fur APC und Cadherin
dienen und bindet den Transkriptionsfaktor TCF """ Als Komponente von
Adhasions-Verbindungen férdern a-Catenin und B-Catenin zusammen mit Cadherinen
Zell-Zell-Kontakte und damit den interzellularen Zusammenhalt. Dabei liegt B-Catenin in
stabiler, membran-assoziierter Form vor 4. Es ist mdglich, dass die WNT3A Uberexpression
dazu fuhrt, dass sowohl das zytosolische, als auch das membran-gebundene B-Catenin flr
den Wnt-Signalweg rekrutiert werden. Dabei konnte eine Veranderung des COOH Endes
von (3-Catenin den Verlust der Bindungskapazitat zu Cadherin, nicht aber zu TCF bedingen,
was eine Verschiebung der membran-assoziierten Form zur zytosolischen beziehungsweise

nukledren Form zur Folge hatte #°

. B-Catenin stande dann nicht mehr fiir die Bildung von
Zell-Zell-Kontakten zur Verfligung, was ebenfalls den Zerfall der Pelletkultur nach spatestens

10 Tagen erklaren konnte.

Die Uberexpression von WIF1 oder BMP4 fiihrte zu einer Anderung der Genexpression, die
das Differenzierungspotential der Zellen an Tag 0 beeinflusst und hat scheinbar zudem im
Verlauf der Differenzierung hemmende oder aktivierende Auswirkungen. Die WNT3A
Uberexpression bewirkte erste chondrogenese inhibierende Genexpressionsveranderungen
an Tag 0, die die chondrogene Differenzierung hemmten. Eine ahnlich Regulation der
Genexpression und ist von Surmann-Schmitt et. al beobachtet worden®®. Sie zeigten
weiterhin, dass Wif1 das Wachstum von mesenchymalen Vorlauferzellen beeintrachtigt und

die Wnt3a-vermittelte Hemmung der Chondrogenese in vitro neutralisiert.
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4.5 Fazit

Zurzeit wird die Nutzung von Vorlauferzellen verschiedener Gewebe als Modellsystem sowie
zur klinischen Anwendung in der regenerativen Medizin angestrebt. Als sofort verfugbare
junge Zellen, die in groBer Anzahl bei gleichzeitigem Erhalt des Differenzierungspotentials
produziert werden koénnen und die in vivo keine Tumorbildung zeigen, bieten
Progenitorzellen aus Nabelschnurblut im Vergleich zu mesenchymalen Stromazellen aus
Knochenmark (KM-MSC) und (induziert-) pluripotenten Stammzellen entscheidende Vorteile
fr die praklinische und klinische Anwendung. Vor ihrer Anwendung muissen diese Zellen

jedoch eingehend charakterisiert werden.

Das eingeschrankte adipogene Differenzierungspotential der unrestringierten somatischen
Stammzellen (USSC) geht mit der Expression von DLK1 einher, wahrend Cord blood-derived
mesenchymal stromal cells (CB-MSC) kaum DLK171 exprimierten und zur adipogenen
Differenzierung in vitro fahig sind. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
auch bei unter 5% O, generierten Zelllinien aus Nabelschnurblut eine inverse Korrelation

zwischen der DLK1-Expression und adipogenem Differenzierungspotential besteht.

Wahrend unter 21% O, generierte und kultivierte USSC scheinbar fahig sind die
Whnt-Genexpression nach kurzer Kultivierung unter 5% O, zu (re-)aktivieren, gilt dies
vermutlich nicht fur die gesamte Genexpression. Die HOX-Genexpression der unter 5% O,
generierten Zellen wird unter sauerstoffarmen Bedingungen stabilisiert, kann aber ersten
Ergebnissen zufolge von HOX-negativen USSC nicht allein durch sauerstoffarme
Kultivierung wieder aufgenommen werden, sondern bedarf des Kontaktes zu HOX-positiven
Zellen. Dies kénnte von Bedeutung sein flr das Differenzierungspotential in vivo und damit

fir mogliche klinische Anwendungen.

Die Eigenschaften der verschiedenen Vorlauferzellen, die aus Nabelschnurblut generiert
werden konnen, spiegeln vielleicht die unterschiedlichen Entwicklungsstufen einer
Vorlauferzelle oder aber den unterschiedlichen anatomischen Ursprung verschiedener
Vorlauferzellen wieder. Eine strikte Einteilung nach verifizierten Kriterien ist aufgrund der

biologischen Varianz der Zellen schwierig.
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5. Zusammenfassung

Humanes Nabelschnurblut (NSB) enthalt morphologisch und immunphanotypisch nicht
voneinander unterscheidbare, nicht-hdmatopoetische Vorlauferzellpopulationen, wie
unrestringierte somatische Stammzellen (USSC) und Cord blood-derived mesenchymal
stromal cells (CB-MSC). Einhergehend mit der Expression des Adipogeneseinhibitors DLK1
zeigen USSC kein adipogenes Differenzierungspotential, wohingegen CB-MSC kaum DLK1
exprimieren und ein ahnlich starkes adipogenes Differenzierungspotential zeigen wie Bone
marrow-derived mesenchymal stromal cells (KM-MSC). USSC exprimieren im Gegensatz zu
CB-MSC keine HOX-Gene. Die =zugrundeliegenden Mechanismen sind weitgehend
unbekannt. Fir die Nutzung der Vorlauferzellen zur praklinischen und klinischen Anwendung

mussen diese Zellen eingehender charakterisiert werden.

Ein wichtiger Aspekt war die Rolle der Sauerstoffkonzentrationen wahrend der
Zellgenerierung und Kultivierung. Es besteht auch bei unter 5% O, generierten Zelllinien aus
NSB (CB-H Linien) eine inverse Korrelation zwischen DLK7-Expression und adipogenem
Differenzierungspotential. USSC, CB-MSC, CB-H Linien und klonale Linien aus NSB wurden
im Vergleich zu KM-MSC in vitro charakterisiert. Zellpopulationen aus NSB zeigten ein
héheres Wachstumspotential und langere Telomere als KM-MSC, da es sich um jlngere
Zellen handelt. Die direkte Ko-Kultur von HOX-negativen mit HOX-positiven Zellen hatte die
Induktion der HOX-Expression in gewdhnlich HOX-negativen USSC zur Folge. CB-H Linien
exprimierten HOX-Gene, stellten dies aber unter 21% O, teilweise ein. Die Beeinflussbarkeit
der HOX-Genexpression stellt in Frage, ob Rickschlisse auf den entwicklungsbiologischen

oder anatomischen Ursprung der Zellen aufgrund ihres HOX-Codes, zuldssig sind.

Uber die Kontrolle der Zielgenexpression kann der Wnt-Signalweg die Proliferation und
Differenzierung regulieren. Die Analyse einzelner Signalmolekile des Wnt-Signalweges
basal und in in vitro Differenzierungen zeigte, dass beispielsweise die Gene DKK1, sFRP4,
MSX2, PITX2, WISP1 und WIF1 in den verschiedenen Zellpopulationen unterschiedlich
exprimiert werden. Die Expression von WNT5A, sFRP3, sFRP4, CTBP1 und MYC wird durch
chondrogene und osteogene Differenzierung in vitro beeinflusst. Die Uberexpression von
WIF1, BMP4 oder WNT3A in den verschiedenen Zellpopulationen flihrte zu einer
Veranderung der adipogenen, osteogenen und chondrogenen Differenzierungsstarke. Durch
die gezielte Aktivierung (WNT3A) oder Hemmung (WIF1) des Wnt-Signalweges kann das
Differenzierungsverhalten verschiedener Zellpopulationen beeinflusst werden. Die aktuellen
Daten legen nahe, dass weitere Subpopulationen beziehungsweise verschiedene

Entwicklungsstufen von Vorlauferzellen im NSB vorhanden sind.
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6. Abstract

Human umbilical cord blood contains morphologically and immunophenotypically
indistinguishable non-hematopoietic progenitor cell populations, such as unrestricted somatic
stem cells (USSC) and cord blood-derived mesenchymal stromal cells (CB-MSC).
Accompanied by the expression of DLK1, USSC show no adipogenic differentiation potential,
whereas marginal DLK71 expressing CB-MSC show a strong adipogenic differentiation
potential similar to that of bone marrow-derived mesenchymal stromal cells (KM-MSC).
USSC express no HOX-genes in contrast to CB-MSC. The underlying mechanisms are still
mostly unknown. For preclinical and clinical use of these precursor cells, they must first be
characterized in detail. Evaluating the role of oxygen concentrations during generation and

cultivation of cells was an important issue.

An inverse correlation between the DLK7 expression and the adipogenic differentiation
potential could be shown for cell lines generated from cord blood in 5% O, (CB-H lines).
USSC, CB-MSC, CB-H lines and clonal cell lines from cord blood were characterized in
comparison to KM-MSC in vitro. Cell populations from cord blood showed higher growth
potential and longer telomeres than KM-MSC, probably because they are younger cells.
Co-culture of HOX-negative with HOX-positive cells resulted in the induction of HOX-gene
expression in originally HOX-negative USSC. The expression of HOX-genes in CB-H lines
was stopped after cultivation in 21% O,. HOX-gene expression was alterable which brings up
the question whether conclusions about the developmental or anatomical origin of a cell

could be drawn from this.

The Wnt-signaling pathway affects cell proliferation and differentiation through the regulation
of target gene expression. Analysis of Wnt-signaling pathway molecules in undifferentiated
and in vitro differentiated cells showed genes like DKK1, sFRP4, MSX2, PITX2, and WIF1
WISP1 differentially expressed in distinct cell populations. The expression of WNT5A,
SFRP3, sFRP4, CTBP1 and MYC is affected by chondrogenic and osteogenic differentiation
in vitro. Overexpression of WIF1, BMP4 or WNT3A resulted in a change of adipogenic,
osteogenic and chondrogenic differentiation potential. By selective activation (WNT3A) or
inhibition (WIF1) of Wnt-signaling pathway the differentiation potential of different cell
populations can be manipulated. Current data suggest that more subpopulations or different

stages of progenitor cells are available in cord blood.
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8. Anhang

8.1 Anhang

Tab.l:

In dieser Arbeit verwendete Zelllinien

generiert wurden. Klarnamen der Zelllinien.

die aus Nabelschnurblut und Knochenmark
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USSC Klonale USSC Klonale CB-MSC KM-MSC
1 [SA8/77N 1 [SA 11/05B KB 1 [SA6/51 A10 1 |KM Bous.1
2 |SA5/73 2 |ISA11/11A KA 2 |SA 6/51 B1 2 |[KM9/16
3 |SA8/25 3 |SA 11/07B KB 3 |SA6/51 B4 3 |KM 8/06
4 |SA 4/101 4 [SA5/73 A1 4 |SA6/51 B6 4 |KM9/14
5 |SA 5/03 5 |SA5/73 A2 5 |SA6/51 C1 5 |KM Bous.2
CB-MSC 6 |SA5/73 A3 6 |SA6/51C2 6 |[KM 120
1 |SA 6/51 7 |SA5/73 A4 7 |SA6/51 D9 7 |IKM 111
2 |USSC 120A 8 |SA5/73 A5 8 |USSC 63 B10 8 |KM 201
3 |USSC 63 9 |SA5/73 A8 9 |[USSC 63 C4 9 |[KM 114
4 |SA 335 10|SA 5/73 B1 10|USSC 63 E11 KM-H Linien
CB-H Linien 11|SA 5/73 B3 1 |KMBous.2 H
1 |SA8/77H 12|SA5/73 C4 2 (KM 9/01H
2 |SA 8/43H 13|SA5/73 C8 3 |KM201H
3 |SA 8/58H
4 |SA 9/22H




Tab.ll: Gene des Wnt-Signalweges auf dem PCR Array

SABiosciences PCR Array Catalog #PAHS-043

Alternative Namen/
Unigene GenBank Symbol Definition Symbole
AES-1/AES-

Hs.515053 |INM_001130 AES Amino-terminal enhancer of split 2/ESP1/GRG/GRG5/TLES

Hs.158932 [NM_000038 APC Adenomatous polyposis coli BTPS2/DP2/DP2.5/DP3/GS

Hs.592082 [NM_003502 AXIN1 Axin 1 AXIN/MGC52315

Hs.415209 [NM_004326 BCL9 B-cell CLL/lymphoma 9 LGS/MGC131591
BETA-
TRCP/FBW1A/FBXW1/FBX
W1AFWD1/MGC4643/bTrC

Hs.643802 |INM_033637 BTRC Beta-transducin repeat containing P/bTrCP1/betaTrCP
C20rf31/DKFZp434E2135/

Hs.17631 [NM_003468 FzZD5 FrizZied family receptor 5 HFZ5/MGC129692
BCL1/D11S287E/PRAD1/U

Hs.523852 [NM_053056 CCND1 Cyclin D1 21B31

Hs.376071 [NM_001759 CCND2 Cyclin D2 KIAK0002/MGC102758

Hs.534307 [NM_001760 CCND3 Cyclin D3 -

Hs.529862 [NM_001892 CSNK1A1 [Casein kinase 1, alpha 1 CK1/HLCDGP1/PRO2975

Hs.631725 [NM_001893 CSNK1D [Casein kinase 1, delta HCKID

Hs.646508 |INM_022048 CSNK1G1 [Casein kinase 1,gamma 1 -

Hs.644056 |INM_001895 CSNK2A1 |Casein kinase 2, alpha 1 polypeptide CK2A1/CKII

Hs.208597 [NM_001328 CTBP1 C-terminal binding protein 1 BARS/MGC104684

Hs.501345 [NM_022802 CTBP2 C-terminal binding protein 2 -

Catenin (cadherin-associated protein), |CTNNB/DKFZp686D02253/

Hs.476018 [NM_001904 CTNNB1 [beta 1, 88kDa FLJ25606/FLJ37923

Hs.463759 [NM_020248 CTNNBIP1 |Catenin, beta interacting protein 1 ICAT/MGC 15093

Hs.12248 [NM_025212 CXXC4 CXXC finger protein 4 IDAXIMGC 149872

Dishevelled associated activator of

Hs.654934 (NM_014992 DAAM1 morphogenesis 1 FLJ41657/KIAA0666

Hs.655626 [NM_033425 DIXDCA1 DIXdomain containing 1 CCD1/KIAA1735

Hs.40499 [NM_012242 DKK1 Dickkopf homolog 1 (Xenopus laevis) DKK-1/SK

Dishevelled, dsh homolog 1
Hs.74375 [NM_004421 DWVLA1 (Drosophila) DVL/DVL1L1/MGC54245
Dishevelled, dsh homolog 2

Hs.118640 [NM_004422 DVL2 (Drosophila) -

Hs.517517 [NM_001429 EP300 E1Abinding protein p300 KAT3B/RSTS2/p300
BTRC2/BTRCP2/FBW1B/F

F-boxand WD repeat domain containing |BXW1B/Fbw11/Hos/KIAA06

Hs.484138 [NM_012300 FBXW11 11 96

F-box and WD repeat domain containing [FBW2/Fwd2/MGC117371/M

Hs.494985 [NM_012164 FBXW2 2 dé
HBGF-4/HST/HST-

Hs.1755 [NM_002007 FGF4 Fibroblast growth factor 4 1/HSTF1/K-FGF/KFGF

Hs.283565 [NM_005438 FOSL1 FOS-like antigen 1 FRA/FRA1/fra-1

Hs.663679 [NM_003593 FOXN1 Forkhead box N1 FKHL20/RONU/WHN

Frequently rearranged in advanced T-

Hs.126057 [NM_005479 FRAT1 cell ymphomas FLJ97193
FRE/FRITZ/FRP-3/FRZB-
1/FRZB-
PEN/FRZB1/FZRB/OS1/SF

Hs.128453 [NM_001463 FRZB FrizZied-related protein RP3/SRFP3/hFlIZz

Follicle stimulating hormone, beta

Hs.36975 [NM_000510 FSHB polypeptide -

Hs.94234 [NM_003505 FZD1 FrizZied family receptor 1 DKFZp564G072/FLJ95923

Hs.142912 [NM_001466 FzD2 FrizZied family receptor 2 Fz2/fz-2/fZE2/hFZ2
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Alternative Namen/

Unigene GenBank Symbol Definition Symbole
Hs.40735 |NM_017412 FZD3 FrizZied family receptor 3 Fz-3
CD344/EVR1/FEVR/FZD4S/
Fz-
Hs.19545 |NM 012193 FZD4 Frizzled family receptor 4 4/FZE4/GPCR/MGC34390
Hs.591863 |INM_003506 FZD6 Frizzled family receptor 6 FZ6/HFZ6
Hs.173859 |INM_003507 FzD7 Frizzled family receptor 7 FzE3
Hs.302634 |NM_031866 FZD8 Frizzled family receptor 8 Fz-8/hFZ8
Hs.466828 INM_019884 GSK3A Glycogen synthase kinase 3 alpha DKFZp686D0638
Hs.445733 |INM_002093 GSK3B Glycogen synthase kinase 3 beta -
Hs.714791 INM_002228 JUN Jun proto-oncogene AP-1/AP1/c-Jun
Kringle containing transmembrane
Hs.229335 |[NM_001039570 |KREMEN1 (protein 1 FLJ31863/KREMEN/KRM1
DKFZp586H0919/FLJ4639
O0/TCF10/TCF1ALPHA/TCF7
Hs.555947 [NM_016269 LEF1 Lymphoid enhancer-binding factor 1 L3
BMND1/EVR1/EVR4/HBM/L
Low density lipoprotein receptor-related [R3/LRP7/OPPG/OPS/OPTA
Hs.6347 |NM_002335 LRP5 protein 5 1/VBCH2
Low density lipoprotein receptor-related |ADCAD2/FLJ90062/FLJ904
Hs.584775 |NM _002336 LRP6 protein 6 21
V-myc myelocytomatosis viral oncogene
Hs.202453 [NM_002467 MYC homolog (avian) MRTL/bHLHe39/c-Myc
FLJ11639/FLJ13722/FLJ20
Hs.592059 |INM_033119 NKD1 Naked cuticle homolog 1 (Drosophila) |[269/Naked1
DKFZp761G1211/FLJ2103
Hs.208759 [NM_016231 NLK Nemo-like kinase 3
ARP1/Brx1/IDG2/IGDS/IGD
S2/IHG2/IRID2/MGC11102
2/MGC20144/0tIx2/PTX2/R
Hs.643588 |INM_000325 PITX2 Paired-like homeodomain 2 GS/RIEG/RIEG1/RS
DHOF/FODH/MG61/MGC29
Hs.386453 |INM_022825 PORCN Porcupine homolog (Drosophila) 687/PORC/PPN/por
Protein phosphatase 2, catalytic subunit, [PP2Ac/PP2CA/PP2Calpha/
Hs.483408 [NM_002715 PPP2CA |alphaisozyme RP-C
MGC786/PP2A-
Protein phosphatase 2, regulatory Aalpha/PP2AAALPHA/PR65
Hs.467192 [NM_014225 PPP2R1A |subunitA alpha A
Hs.256587 INM_015617 PYGO1 Pygopus homolog 1 (Drosophila) DKFZp547G0910
ARHU/CDC42L1/DJ646B1
2.2/FLJ10616/WRCH1/fJ64
Hs.647774 |INM_021205 RHOU Ras homolog gene family, member U 6B12.2/hG28K
SUMO1/sentrin/SMT3 specific peptidase |AXAM2/DKFZp762A2316/KI
Hs.401388 [NM_021627 SENP2 2 AA1331/SMT3IP2
FRP/FRP-
Hs.713546 |INM 003012 SFRP1 Secreted frizzled-related protein 1 1/FRP1/FrzA/SARP2
Hs.658169 [NM_003014 SFRP4 Secreted frizZed-related protein 4 FRP-4/FRPHE/MGC26498
F-box and WD repeat domain containing [DAC/FBW4/FBWD4/SHFM3
Hs.500822 [NM_022039 FBXW4 4 /SHSF3
Solute carrier family 9 (sodium/hydrogen |[EBP50/NHERF/NHERF1/N
Hs.728760 [NM_004252 SLC9A3R1 |exchanger), member 3 regulator 1 PHLOP2
Hs.98367 [NM_022454 SOX17 SRY (sexdetermining region Y)-box 17 |FLJ22252/VURS3
Hs.389457 [NM_003181 T T, brachyury homolog (mouse) MGC104817/TFT
Transcription factor 7 (T-cell specific, FLJ36364/MGC47735/TCF-
Hs.573153 [NM_003202 TCF7 HMG-box) 1
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Alternative Namen/

Unigene GenBank Symbol Definition Symbole
Transcription factor 7-like 1 (T-cell
Hs.516297 [NM_031283 TCF7LA1 specific, HMG-box) TCF-3/TCF3
Transducin-like enhancer of split 1
Hs.197320 [NM_005077 TLEA1 (E(sp1) homolog, Drosophila) ESG/ESG1/GRG1
Transducin-like enhancer of split 2 ESG/ESG2/FLJ41188/GRG
Hs.332173 |NM_003260 TLE2 (E(sp1) homolog, Drosophila) 2
Hs.284122 [NM_007191 WIF1 WNT inhibitory factor 1 WIF-1
WNT1 inducible signaling pathway CCN4/FLJ14388/WISP1c/
Hs.492974 ([NM_003882 WISP1 protein 1 WISP1i/WISP1tc
Wingless-type MMTV integration site
Hs.248164 [NM_005430 WNT1 family, member 1 INT1
Wingless-type MMTV integration site
Hs.121540 [NM_025216 WNT10A |family, member 10A FLJ14301/SSPS
Wingless-type MMTV integration site HWNT11/MGC141946/MG
Hs.108219 [NM_004626 WNT11 family, member 11 C141948
Wingless-type MMTV integration site
Hs.272375 |NM _057168 WNT16 family, member 16 -
Wingless-type MMTV integration site
Hs.567356 [NM_003391 WNT2 familymember 2 INT1L1/IRP
Wingless-type MMTV integration site
Hs.258575 [NM_004185 WNT2B family, member 2B WNT13/XWNT2
Wingless-type MMTV integration site INT4/MGC131950/MGC138
Hs.445884 [NM_030753 WNT3 family, member 3 321/MGC138323
Wingless-type MMTV integration site MGC119418/MGC119419/
Hs.336930 [NM_033131 WNT3A family, member 3A MGC 119420
Wingless-type MMTV integration site
Hs.25766 [NM_030761 WNT4 family, member 4 SERKAL/WNT-4
Wingless-type MMTV integration site
Hs.696364 [NM_003392 WNT5A family, member 5A hWNT5A
Wingless-type MMTV integration site
Hs.306051 [NM_032642 WNT5B family, member 5B MGC2648
Wingless-type MMTV integration site
Hs.29764 [NM_006522 WNT6 family, member 6 -
Wingless-type MMTV integration site
Hs.72290 [NM_004625 WNT7A family, member 7A -
Wingless-type MMTV integration site
Hs.512714 |INM _058238 WNT7B family, member 7B -
Wingless-type MMTV integration site
Hs.591274 [NM_058244 WNTB8A family, member 8A WNT8D
Wingless-type MMTV integration site MGC138165/MGC141991/
Hs.149504 [NM_003395 WNTOA family, member 9A WNT14
Hs.728776 [NM_012423 RPL13A  [Ribosomal protein L13a L13ATSTA1
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Tab.lll: Liste der unterschiedlich exprimierten Gene in Streudiagrammen

Gene die in USSC
starker exprimiert
wurden als in CB-MSC

Gene die in USSC
geringer exprimiert
wurden als in CB-MSC

Gene die in USSC
stéarker exprimiert
wurden als in KM-MSC

Gene die in USSC
geringer exprimiert
wurden als in KM-MSC

Regulierung Gen Regulierung Gen Regulierung Gen Regulierung Gen
5,5 WISP1 4,2 MYC 4,0 TCF7 -4,6 FZD5
6,0 SFRP4 4,2 SOX17 4.6 WNT3 7,8 RHOU
4,7 PITX2 6,4 WNT16 12,1 WNT5B
-4,9 WNT16 7,5 WNT5A -57,7 DKK1
-23,3 DKK1 12,3 SFRP1 -209,9 PITX2
17,0 MYC
22,7 CCND2
49,6 JUN
59,0 CTBP1

Gene die in USSC
stérker exprimiert
wurden als in CB-H

Gene die in CB-MSC
stérker exprimiert
wurden als in CB-H

Regulierung Gen

Regulierung Gen

6,2 SFRP4

/ /

Gene die in USSC
geringer exprimiert
wurden als in CB-H

Gene die in CB-MSC
geringer exprimiert
wurden als in CB-H

Gene die in CB-MSC
stérker exprimiert
wurden als in KM-MSC

Gene die in CB-MSC
geringer exprimiert
wurden als in KM-MSC

151

Regulierung Gen Regulierung Gen Regulierung Gen Regulierung Gen
4,1 FBXW4 4,1 SENP2 6,1 CCND2 4,2 FZD5
-4,2 CSNK1A1 -4,1 WNT5B 20,3 WNT5A -4,2 SFRP4
4,2 WNT16 4,2 CCND3 26,1 SFRP1 -4,3 NKD1
4.4 FOSLA1 4,2 CSNK1D 27,2 JUN 5,4 WNT5B
4,4 TLE1 4,3 FZD4 31,6 WNT16 9,1 WISP1
-4,8 CTBP2 -4,3 CSNK1A1 71,2 MYC -12,8 RHOU
5,2 WNT2B 4,3 FZD1 212,8 CTBP1 44,3 PITX2
5,3 AXIN1 4.4 TCF7
5,6 EP300 4,7 CSNK1G1
-5,6 CSNK1D -4,8 MYC
-5,8 TCF7 -5,1 WNT3
5,9 PPP2CA 5,2 DKK1
6,0 DIXDC1 5.2 DIXDC1
6,0 FZD1 6,0 NKD1
-6,1 APC -6,2 WNT5A
6,2 FZD7 6,3 WNT2B
6,3 WISP1 6,6 WIF1
6,4 PORCN 6,8 FZD3
-6,5 SENP2 -7,7 LEF1
6,7 CTNNB1 9,3 CTBP1
6,9 LRP6 9,9 WISP1
7,5 CCND3 -10,5 JUN
8,2 NKD1 -12,1 LRP5
-8,7 FZD4 -15,9 WNT11
9,3 PITX2 -28,3 RHOU
9,3 CCND1 43,3 WNT7B
9,4 LRP5
-11,0 JUN
12,2 CSNK1G1
12,8 WNT5B
17,1 WIF1
17,3 WNT11
-18,8 LEF1
21,0 WNT4
31,9 WNT5A
43,2 RHOU
43,5 MYC
-54,3 CTBP1

-124,5 DKK1
-360,4 WNT7B
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Abb.l: Wachstumskinetik von klonalen Zelllinien im Vergleich zur Ursprungszelllinie.
Dargestellt ist das Wachstumsverhalten der Ursprungszelllinie und verschiedener Zellklone nach ihrer
Generierung (Pfeil). Wachstumsverhalten einer USSC (A) und einer CB-MSC (B) und jeweiliger Klone.

Wahrend die USSC Ursprungszelllinie insgesamt 45 CPD bis Tag 90 durchlief, erreichten die
entsprechenden Klone einen durchschnittlichen Wert von 51 CPD (+/- 2,1) in 90 (+/- 2,6)
Tagen (Abb.l A). Die Ursprungszelllinie durchlief insgesamt 47 CPD in 106 Tagen. Klon B3
konnte am langsten kultiviert werden (110 Tage), wies aber mit maximal 49 CPD nicht die
hochste Anzahl an CPD auf. Die CB-MSC Ursprungszelllinie erreichte insgesamt 50 CPD in
124 Tagen. lhre Klone wiesen einen ahnlichen Wachstumsverlauf auf (Abb.l B). Nach 51
Tagen erreichte die CB-MSC Ursprungszelllinie 35 CPD, wahrend die entsprechenden
klonalen Linien einen durchschnittlichen Wert von 35 CPD (+/- 0,5) in 59 (+/- 6,8) Tagen
durchliefen.
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Abb.ll: Die Wachstumskinetik von CB-H und KM-H Linien ist von der umgebenden
Sauerstoffkonzentration beeinflusst. Charakteristischer Wachstumsverlauf von USSC und CB-MSC
bei Kultivierung in 5% und 21% O,. Abbildung A zeigt beispielhaft die Wachstumskinetik von USSC 2
und CB-MSC 1 (A). Der Wachstumsverlauf von vier CB-H Linien unter 5% und 21% O, ist in
Abbildung B dargestellt. Abbildung C zeigt den Wachstumsverlauf von KM-MSC 4 die bei 21% O,
generiert und von Passage 4 an parallel in 5% O, kultiviert wurde sowie den Wachstumsverlauf von
KM-MSC 5 und KM-H 1, die unter Standard-Zellkulturbedingungen (21% O,) und physiologischen
Bedingungen (5% O,) aus einem Praparat generiert werden konnten. Der Pfeil markiert den jeweiligen
Beginn der Kultivierung in 5% O..

USSC 2 und CB-MSC 1 wurden in 21% O, generiert und kultiviert. Ein Teil der Zellen wurde
ab Passage 3 — 4 (Abb.Il A Pfeil) parallel in 5% O, kultiviert. Drei USSC und drei CB-MSC
konnten weitere 81 (+/- 5,9) Tage in 5% O kultiviert werden, ohne dass die PD uber
mehrere Passagen stagnierten oder abnahmen. Dabei erreichten die Linien maximale CPD
Werte die sich in Abhangigkeit von der umgebenden Sauerstoffkonzentration um
durchschnittlich 0,7 (+/- 0,5) CPD unterschieden.

CB-H Linien wurden unter 5% O; generiert und ein Teil der Zellen spatestens ab Passage 3
(Pfeil) unter 21% O, kultiviert. Sie wurden zwischen 62 und 122 Tagen unter 21% O,
kultiviert. Die Wachstumsdauer in 21% Sauerstoff war in der Halfte der getesteten Linien

kirzer, in den anderen beiden CB-H Linien langer als in 5% O, (Abb.II B).
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Unter 21% O, generierte KM-MSC (n=3) wuchsen in 5% O, kultiviert durchschnittlich
weitere 65 Tage (+/- 4). KM-H Linien (n=3) durchliefen im gleichen Zeitraum durchschnittlich
1,9 (+/- 1,7) CPD mehr als die jeweilige KM-MSC (Abb.II C).
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Abb.lll: Durchschnittliche TRF Langenverteilung wahrend der Kultivierung. Die Grafiken zeigen
die charakteristische Langenverteilung terminaler Restriktionsfragmente (TRF) in USSC, CB-MSC und
KM-MSC. Es sind beispielhaft die durchschnittichen TRF Langen mehrerer klonaler USSC einer
Ursprungszelllinie dargestellt. Legende: Klon A8 gelb, Klon A4 rot, Klon A5 schwarz, Klon B4 blau. Die
Wachstumskinetik als CPD wurde gegen die ermittelte durchschnittliche TRF Lange [kbp] tber die
Dauer der Kultivierung [d] aufgetragen.

Abbildung 1l zeigt beispielhaft TRF Langen in verschiedenen Wachstumsphasen einer
USSC, CB-MSC und KM-MSC sowie von 4 klonalen Zelllinien einer USSC in jeweils einem

Wachstumsstadium.

In Passage 8 betrug die durchschnittliche TRF Lange der klonalen Zelllinie A8 (gelb) 7,9 kbp.
Parallel zur Wachstumskurve von Zellklon A8 wachst Zellklon A4. Die klonale Zelllinie wies in
Passage 12 nach 51,14 CPD eine durchschnittliche TRF Lange von 7,3 kbp auf und wuchs
bis Passage 15 weiter (rot). Die klonale Zelllinie A5 beendete ihr Wachstum bereits in

Passage 13. Sie erreicht in Passage 11 nach 49,67 CPD eine durchschnittliche TRF Lange
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von 7,3 kbp (schwarz). USSC Klon B4 zeigte eine schnellere Verdopplung als die drei
anderen Linien und wies nach 53,31 CPD eine TRF Lange von 6,8 kbp auf (blau) (Abb.III)

Die durchschnittlichen TRF Langen waren in klonalen Linien die in gleicher Passage mehr
CPD erreicht hatten geringer als in klonalen Linien gleicher Passage, die weniger CPD

durchlaufen hatten.
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Abb.IV: USSC, CB-MSC und CB-H Linien unterscheiden sich in ihrer DLK7-Expression und
exprimieren keine Pluripotenzmarker. Abbildung A zeigt real-time PCR Daten zur
DLK1-Expression. Sie diente als Unterscheidungskriterium zwischen USSC und CB-MSC. (B)
RT-PCR Analysen zur Bestimmung der Expression von Stammzellmarkern (NANOG, POU5F1, SOX2,
MYC) und der katalytische Untereinheit der humanen Telomerase sowie der RNA Komponente der
Telomerase (TERT und TERC) in USSC, CB-MSC und CB-H Linien. Als Positivkontrolle diente
HEK293 cDNA, die Negativkontrolle wurde mit Wasser als Template durchgefihrt (C). Nachweis der
TERT Expression mittels real-time PCR. Quantitative Sensitivitatstitration von HEK293 Zellen mit
NHDF812 Zellen zur Bestimmung der Nachweisgrenze von TERT. (D) Quantitativer Nachweis der
Expression von TERT in einer USSC und einer CB-MSC in jeweils zwei Passagen. Die Zellen wurden
sowohl unter 5% O,, als auch unter 21% O, kultiviert. Dargestellt sind Mittelwerte aus Triplikaten. Die
Expression in der Positivkontrolle HEK293 wurde als 100% definiert. Als Negativkontrolle wurden
NHDF-Zellen verwendet.
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Die PCR-Bedingungen und Primer wurden so gewahlt, dass eine Unterscheidung der
SpleiRvarianten von TERT moglich war. Nur das volle Transkript, aber keine der
Spleilvarianten (a-,8- und a+p-Deletion) ist Teil der aktiven Telomerase. Zur Bestimmung
der Nachweisgrenze wurden TERT-positive HEK293 Zellen, die als Positivkontrolle in der
PCR dienten, mit TERT-negativen NHDF-Zellen verdinnt. Abbildung IV C zeigt die
gemessene Expression von TERT. Die Nachweisgrenze lag zwischen 1: 1000 und 1: 10.000
(HEK293: NHDF812).

A ussc B Konaleussc € cB-MsC
positiv negativ positiv negativ positiv negativ
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Abb.V: Osteogene Differenzierung. Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit Silbernitrat gefarbten
Zellen nach 14-tagiger osteogener Differenzierung (positiv) und nicht induziert (negativ). Der Mal3stab
betragt 200 pym.

Abbildung V zeigt beispielhaft eine Linie jeder Population nach von Kossa-Farbung.
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Abb.VI: Vermessung des dreidimensionalen Zellverbands (Pelletkultur). Wahrend der 21 Tage
andauernden Differenzierung wurden alle sieben Tage Durchmesser (um) und Flache (um?®) der
Pellets am AVISO CellCelector™ dokumentiert (A). Der Malistab betragt 1 mm. Mittelwerte und
Standardabweichungen der ermittelten Flachen (pmz) der Pellets von USSC (B), CB-MSC (C) und
KM-MSC (D) an den Zeitpunkten d7, d14 und d21 in chondrogener Differenzierung. (E,F) Mittelwerte
und Standardabweichungen der ermittelten Durchmesser (um) respektive Flachen (pmz) der Pellets
der vier CB-H Linien CB-H 1-4 in chondrogener Differenzierung unter 5% O, an den Zeitpunkten d7,
d14 und d21.

Zwei der drei USSC zeigten eine anfanglich starke Flachenabnahme der Pellets um

durchschnittlich 105843 um? (+/- 2153), auf 79,7% (+/- 4,7%) die sich zwischen Tag 14 und

21 leicht geschwacht auf 69,9% der ursprunglichen GroRe fortsetzte. Die dritte USSC wies

keine signifikanten Veranderungen auf (Abb.VI B). Die Pelletflachen von zwei der CB-MSC
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verringerten sich von Tag sieben zu Tag 14 auf durchschnittlich 83,4% (+/- 1,1%) der
urspringlichen GroéfRe, nahmen aber bis Tag 21 wieder auf 92,9% (+/- 0,2%) zu. Die Pellets
einer CB-MSC unterlagen einer effektiven Abnahme von durchschnittlich 2,3% (Abb.VI C).
KM-MSC bildeten die Pellets mit der gréRten Flache (@ 747708 um?; +/- 24%), gefolgt von
USSC (@ 516610 um?; +/- 24%) und CB-MSC (@ 463436 um?; +/- 22%). Bei KM-MSC 2 und
3 verringerte sich der Pelletdurchmesser von Tag 7 bis 21 kontinuierlich (Abb.VI D). Die
AusgangsgrofRen der Pellets nach sieben Tagen (Durchmesser und Flache) variierten stark
innerhalb der CB-H Linien. In Abbildung VI E und F ist zu erkennen, dass sich Durchmesser
und Flache aller Pellets der CB-H Zelllinien Uber die Differenzierung verringerten. Es kam

dabei zu einem Rlckgang der Flache um insgesamt 28% — 60%.

Genexpression von USSC nach 4h unter 5%
im Vergleich zu CB-H Linien

Log10 {USSC physie. 24-ACT]

Log10 {CB-H 24-ACT)

Abb.VII: Einfluss der Sauerstoffkonzentration auf die Genexpressionsmuster der USSC. Die
Abbildung zeigt die Genexpression von USSC nach vier Stunden Kultur unter 5% O, im Vergleich zu
CB-H Linien (jeweils n=2). Die Ergebnisse der Auswertung wurden in einem Streudiagramm
dargestellt. Der Schwellwert wurde auf 4 festgelegt. Von USSC starker exprimierte Gene wurden rot,
geringer exprimierte griin dargestellt.

Nach vierstundiger Kultivierung unter physiologischen Bedingungen zeigten USSC im
Vergleich zu CB-H Linien acht Gene mehr als 4-fach differentiell exprimiert. Alle acht Gene
wurden von CB-H Linien starker exprimiert als von USSC. Zu den unterschiedlich
exprimierten Genen zahlten die Wnt-Gene WNT5B, WNT7B und WNT11, die Inhibitoren
DKK1, WIF1 und NKD1 sowie die Gene LEF1 und RHOU.
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pCL6WNT3A

CB-MSC 1 USSC 1

KM-MSC 4

Abb.VIII: Morphologie der Zellen nach Uberexpression.

Die Zellen zeigten keine Veranderungen in der Morphologie durch die Uberexpression von
WIF1, BMP4 oder WNT3A (Abb.VIII).

159



A B

< = BB USSC1 < 1
o 1807 & 1540 mm USSC2
E Bl USSC1 pCLEWIF1 E Bl USSC2 pCLEWIF1
€ 10407 @ 1040
5 5
c 5.0:407 4 I I I I II £ 5040%
@ @
1=:] o
g = NE Nm - Hm g - ml - [ e — =m
2 1.040° 2 10400
13 s
o =]
B n
& 50407 & 500
] 2
=3 o
3 3
-3 @
13 c
@ o o 0
o w o w - @ o - %) o < w w W - @ ™~ - 13}
=z - & 2 i = = < i~ & £ 2 a E % 2 = 2
b= [ o o m o =z x = = 3 o o o Q =z x =
- — ] w = w = a z - =l w - w0 =1 o
= 0 (5] o = w (8] 4
« - |
C P = cemset 2 B CB-MSC2 pCLEWIF1
= Em CB-MSC1 pCLEWIF1 T 40407
o 3007 4 -
= E
'2 20404 S 20407
é. 10407 4 I g I
] B —m —®E mE ] | 2 —_— ——m —— . mam _ P
2 1040° £ 10407
o
5 H
w 2
o 50404 2 50404 |
o ]
H 5
2 ]
2 o o
o w © w - ) & - o w w - @ o - O
g o o o o > x ¥ = ﬁ o & o o x x 14 =
£ @ © [ o o z X s E © © o © o z X =
z = 3 [ = @ =1 a z 4 } r = @ 5 o
S Ol o n: H “ o T
I 30402, Em KM-MSC4
I B KM-MSC4 pCLBWIF1
o
X 20102
-
S
©
c  1.0402 4
g’ I
8 . H na - I l m =l ™
Q 3 _
2 1,040
c
o
a
@ 5040+
e
o
x
o
c
O i
o 0
« '] © wn - 2] o~ - < - > o
o o o o o x > X > o w w (2]
E © ¥ o O O Z2 ¥ & = O 9 m
4 - | [ - 7] =] (=] o -
= w0 (4

Abb.IX: Veranderung der Genexpression durch pCL6WIF1 Uberexpression. Dargestellt sind die
relativen Expressionen in Mock-Kontrollzellen und pCL6WIF1 Gberexprimierenden Zellen der USSC 1
(A), USSC 2 (B), CB-MSC 1 (C), CB-MSC 2 (D) und KM-MSC 4 (E).
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Abb.X: Verinderung der Genexpression durch pCL6BMP4 Uberexpression. Dargestellt sind die
relativen Expressionen von neun Genen in Mock-Kontrollzellen und pCL6BMP4 Gberexprimierenden
Zellen der USSC 1 (A), USSC 2 (B), CB-MSC 1 (C) und CB-MSC 2 (D).
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Abb.XI: Chondrogene Differenzierung der transduzierten Zellen im dreidimensionalen
Zellverband (Pelletkultur). WNT3A Uberexprimierende Zellen in der chondrogenen Differenzierung
an Tag 7 und Tag 10 (A). Der Malstab betragt 500 um respektive 200 um. Abbildung B zeigt
Pelletflachen von USSC 1 und CB-MSC 1 Mock-Kontrollzellen, pCL6WIF1 und pCL6BMPA4.

Die Arbeiten mit WINT3A Uberexprimierenden Zellen erfolgten im Rahmen einer Masterarbeit
im Institut fiir Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika '®*. Abbildung IX A zeigt Fotos
der Pellets von WNT3A Uberexprimierenden USSC 1 und CB-MSC 1 nach sieben (d7) und

zehn Tagen (d10) Differenzierung.

Die Vermessungen der Pelletflichen (um?) in der chondrogenen Differenzierung von WIF1
und BMP4 transduzierten USSC1 und CB-MSC1 im Vergleich zu jeweiligen
Mock-Kontrollzellen ist in Abbildung IX B dargestellt.

Die Zellen der WNT3A Uberexprimierenden USSC 1 und CB-MSC 1 bildeten in der
chondrogenen Differenzierung keinen stabilen Zellverband (Abb.IX A). Mock-Kontrollzellen,
pCL6WIF1 und pCL6BMP4 USSC1 und CB-MSC 1 konnten im dreidimensionalen

Zellverband differenziert und vermessen werden (Abb.1X B).
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Abb.XIl: Quantitative Genexpression von Mock-Kontrolizellen und transduzierten Zellen vor
und nach osteogener Differenzierung. Expression der Gene WIF1,sFRP4, sFRP5, BMP4 und BSP.
Die Expression wurde in undifferenzierten und 14 Tagen osteogen differenzierten Zellen untersucht.
Die Genexpression ist in Relation zu der Expression von RPL13A dargestellt.
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Abb.XIll: Quantitative Genexpression von Mock-Kontrollzellen und transduzierten Zellen vor

und nach chondrogener Differenzierung. Die Expression der Gene DKK1, sFRP4, WIF1, CTBP1,

BMP4, MYC, SOX9, COMP, IGF1 und BSP wurde in undifferenzierten und 21 Tage chondrogen

differenzierten Zellen untersucht. Die Genexpression ist in Relation zu der Expression von RPL13A

dargestellt.
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