
Neuroregenerative Wirkung
von USSC durch parakrine Sekretion

–
Proteom- und Sekretomstudie von
Stammzellen aus Nabelschnurblut

Inaugural-Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät

der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf

vorgelegt von

Heiner Falkenberg
geb. Behling, aus Herdecke

Düsseldorf, Januar 2014



aus dem Molecular Proteomics Laboratory (MPL)
des Instituts für Molekulare Medizin
am Universitätsklinikum Düsseldorf

Gedruckt mit Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultät
der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf

Referent: Prof. Dr. Kai Stühler
Korrefferent: Prof. Dr. Lutz Schmitt

Tag der mündlichen Prüfung: 23.03.2014



Summary

Due to its multiple functions during embryogenesis, human umbilical cord blood
contains a collection of cell types, especially stem cells. These umbilical cord blood-
derived stem cells are a valuable alternative to embryonic stem cells in regenerative
medicine. This study primarily focusses on the proteomic characterisation of two
cord blood derived cell types: unrestricted somatic stem cells (USSC) and CD34+

hematopoetic stem cells.

USSC are multipotent stem cells with increasing importance for regenerative medi-
cine. Recently, it was shown (Schira et al., 2012) that USSC induce regeneration of
neuronal cells after acute spinal cord injury. The underlying mechanism of regenera-
tion is not based on differentiation but involves the secretion of regulatory factors,
notably proteins, or a direct interaction with cells within the lesion site. This study
highlights the capability of USSC, especially with respect to their potential use in
therapy of acute spinal cord injury. The goal of the first part of the study was the
identification of potential neurite outgrowth factors within USSC-secreted proteins,
termed the secretome. Using multiple techniques, 1 608 proteins were identified
within the USSC secretome, among them known neurite outgrowth factors. Inte-
restingly, several proteins were predicted and identified as new potential neurite
outgrowth factors.

In addition, the influence of proteins derived from the spinal cord lesion site on cul-
tured USSC were investigated. Adaptions in the protein profile of transplanted cells
were subject of a labelfree quantification proteomics approach, in which comparison
of protein levels in the USSC secretome as well as in the whole cell were monitored.
This approach revealed that both proteins derived from uninjured tissue and pro-
teins derived from the lesion site result in changes in protein composition. Several
proteins linked with a modification of cytoskeletal structures and the extracellular
matrix were modified in their abundance.

Within the third part of the present study CD34+ cord blood cells were characterised.
These cells are an important source for usage in allogenic stem cell transplantations
but due to limitations in cell number their clinical application remains challenging.
Therefore, CD34+ cells isolated from cord blood were cultured ex vivo for up to seven
days. Little is known about changes within the CD34+ proteome during expansion.
This study aimed to determine differences in protein composition of expanding cells.
The proteome of uncultured and expanded cells was compared at different time
points. Protein abundances showed only minimal influence of cytokines used during
culturing. However, the proteome of CD34+ cord blood cells undergoes multiple
changes throughout the duration of expansion.
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Zusammenfassung

Menschliches Nabelschnurblut hat in der Embryonalentwicklung viele Funktionen.
Unter anderem enthält es Stammzellen, die als Vorläuferzellen für verschiedene
Zelltypen dienen können. Diese Nabelschnurblutstammzellen stellen für die regene-
rative Medizin eine wertvolle Alternative zu embryonalen Stammzellen dar. Diese
Arbeit befasst sich primär mit der Charakterisierung der Proteine zweier Stamm-
zelltypen aus dem Nabelschnurblut, den unrestringierten somatischen Stammzellen
(USSC) und CD34+ hämatopoetische Stammzellen.

USSC sind multipotente Stammzellen mit einer steigenden Bedeutung in der regene-
rativen Medizin. Erst kürzlich konnte gezeigt werden (Schira et al., 2012), dass sie in
der Lage sind, die Regeneration von neuronalen Zellen nach einer Rückenmarksläsi-
on zu unterstützen. Diese Wirkung basiert nicht auf der Differenzierung von USSC,
sondern auf parakrinen Mechanismen. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde daher
das Sekretom dieser Zellen eingehend untersucht, um insbesondere Neuritenwachs-
tumsfaktoren zu identifizieren, die von USSC an ihre Umgebung abgegeben werden.
Durch Einsatz verschiedener Techniken konnten 1 608 Proteine innerhalb des USSC
Sekretoms identifiziert werden, darunter auch potente Neuritenwachstumsfaktoren.
Zusätzlich konnten mittels bioinformatischer Filtermethoden eine Reihe potentiell
neuer Neuritenwachstumsfaktoren nachgewiesen werden.

Weiterhin wurde im zweiten Teil der Einfluss der zellulären Umgebung in der
Läsionsstelle auf transplantierte USSC untersucht. Dazu wurde in einer in vitro
Studie durch markierungsfreie Quantifizerung das Proteom sowie das Sekretom von
USSC analysiert, die mit Gewebelysat aus dem Rückenmark behandelt wurden. Es
konnte sowohl ein Einfluss von intaktem Rückenmarksgewebe festgestellt werden,
als auch eine spezielle Reaktion der Zellen auf die Behandlung mit Gewebe aus
der Läsionsstelle. Auch konnte eine permanente Veränderung des Proteoms sowie
des Sekretoms dieser Zellen beobachtet werden. Mehrere Proteine, deren Funktion
in der Modifizierung des Zytoskelletes und der Extrazellularmatrix liegt, wurden
durch eine Behandlung in ihrer Abundanz verändert.

Der dritte Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung von CD34+ hä-
matopoetischen Stammzellen aus Nabelschnurblut. Diese Zellen werden bereits bei
allogenen Stammzelltransplantationen eingesetzt. Um eine ausreichende Zahl an
Zellen für eine Transplantation zur Verfügung zu haben, werden CD34+ Zellen ex
vivo expandiert. Hier wurden die intrazellulären Prozesse untersucht, die während
der Expansion ablaufen. Dazu wurde das Proteom von unkultivierten Zellen mit
dem Proteom von expandierten Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten quantitativ
miteinander verglichen. Das Ergebnis zeigt, dass der direkte Einfluss der Kultur-
bedingungen wie beispielsweise Cytokine nur gering ist, aber das Gesamtproteom
sich über die Zeit verändert.
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K A P I T E L E I N S

Einleitung

1.1 Rückenmarksverletzungen

Als Rückenmark wird der Teil des zentralen Nervensystems (ZNS) bezeichnet, der
sich in der Wirbelsäule befindet. Es enthält auf- und absteigende Nervenbahnen
sowohl sensorischer als auch motorischer Neurone. Darüber hinaus befinden sich
im Rückenmark propriospinale Interneurone, deren Zellkörper die graue Substanz
bilden. Das Rückenmark leitet Informationen von Haut, Gelenken und Muskeln des
Körpers zum Gehirn und zurück.

Eine Schädigung des Rückenmarks, sei es eine teilweise oder eine komplette Durch-
trennung oder Quetschung des Rückenmarks, geschieht in der Regel durch ein
mechanisches Trauma, gefolgt von lokaler Ischämie und einer inflammatorischen
Kaskade. Auf zellulärer Ebene sterben betroffene Zellen ab, Nervenbahnen gehen
verloren und es entsteht ein durch Astrozyten gebildetes Narbengewebe (Glianar-
ben) bzw. eine fibröse Narbe, die eine selbstständige Regeneration verhindert.

In vielen Fällen führen traumatische Hirn- und Rückenmarksverletzungen zu dauer-
haften Funktionsverlusten (z. B. Querschnittlähmung) mit ernsthaften Konsequen-
zen für den Patienten. Akut kommt es zu einem teilweisen Ausfall des Sympathicus
(u. a. Blutdruckabfall, Ausfall der Blasenfunktion). Langfristig bleiben Bewegungs-
störungen, Sensibilitätsverlust, vegetative Störungen und neuropathischer Schmerz.
Der Grad der Einschränkung hängt dabei vom Grad der Durchtrennung des Rücken-
marks ab. Eine heilende Therapie ist zurzeit nicht verfügbar.
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Im Durchschnitt treten in den USA im Jahr etwa 40 Fälle von Rückenmarksläsionen
pro einer Million Einwohner auf. Dort leben zurzeit 273 000 Menschen mit dieser
Verletzung. Die häufigsten Gründe für die Erkrankung sind Autounfälle (36,5 %),
Stürze (28,5 %), Gewalteinwirkung insbesondere durch Waffeneinwirkung (14,3 %),
sowie Sportunfälle (9,2 %), wobei überproportional häufig (80,7 %) Männer betroffen
sind. (National Spinal Cord Injury Statistical Center, 2013)

1.1.1 Regenerationsfähigkeit des zentralen Nervensystems

Lange Zeit wurde angenommen, dass neurale Zellen des humanen ZNS unfähig
sind, zu regenerieren. Im Jahr 1928 wurde von Cajal (1928) das Dogma aufgestellt,
dass das menschliche Gehirn nicht zur Regeneration von abgestorbenen Nervenzel-
len in der Lage ist. Wird ein Axon durchtrennt, ließen sich grundsätzlich die beiden
Nervenfaserenden nicht mehr miteinander zu einer intakten Nervenfaser verbinden.
Die Signalweiterleitung vom Gehirn zu den Organen bliebe folglich irreperabel
unterbrochen (Abb. 1.1). Distal der Läsion kommt es zur Wallerschen Degeneration
und damit zum Verlust der Myelinscheide. Im Gegensatz zum peripheren Nerven-
system, bei dem die verbliebenen Axonstümpfe auswachsen, kann der proximale
Stumpf im ZNS nicht erneut auswachsen.

David und Aguayo (1981) konnten jedoch durch eine Transplantation von periphe-
ren Nerven in verletztes Rückenmarksgewebe zeigen, dass eine Regeneration von
Nervenzellen des ZNS grundsätzlich möglich ist und damit das Dogma von Cajal
(1928) widerlegen. Gleichzeitig konnte ein inhibitorischer Einfluss des Gewebes im
ZNS auf die Regenerationsfähigkeit verletzter Axone festgestellt werden. Die Nut-
zung dieser Regenationsfähigkeit ist insbesondere für die Entwicklung klinischer
Therapien wichtig (s. Kapitel 1.1.3).

1.1.2 Pathologie der Nervenverletzung im ZNS

Im Falle einer Nervenverletzung im ZNS ist der sofortige Effekt zunächst die Unter-
brechung von Nervenbahnen und eine verhinderte Signalweiterleitung (Abb. 1.1).
Gleichzeitig löst die Verletzung weitere Reaktionen in Glia- und Stützzellen aus.
Die Verletzung der Zellmembran führt zur Freisetzung von Glutamat, Radikalen
und radikalen Sauerstoffspezies (ROS). Durch Blutgefäßverletzung dringt Blut in
die Wunde ein und Eisen wird freigesetzt. Parallel wird die Blutversorgung unter-
brochen. Exitotoxische Substanzen dringen in die Läsionsstelle ein und führen zur
weiteren Schädigung von Nervengewebe. Parallel kommt es zu einer Entzündungs-
reaktion, durch die aktivierte Immunzellen zur Läsionsstelle wandern.

Als weitere Reaktion des Körpers dringen Fibroblasten, Astrozyten, Endothel- so-
wie Mikrogliazellen in das Läsionszentrum ein (Fleming et al., 2006). Sie bewirken
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Abbildung 1.1 – Anatomie des Rückenmarks nach Läsion: Bereits eine partielle Durchtrennung
des Rückenmarks führt zur Unterbrechung der Signalweiterleitung zwischen Gehirn und Organen.
Die Regeneration der durchtrennten Nervenstränge wird unter anderem durch die Bildung einer
Narbe aus Gliazellen und Fibroblasten unterdrückt. Verbliebene Axonstümpfe sterben durch Waller-
sche Degeneration ab. Durch fortschreitenden Zelltod und die Sekretion von Wachstumsinhibitoren
wird die Bildung neuer Verknüpfungen zunächst verhindert. Um die Folgen einer Rückenmarkslä-
sion zu lindern, werden verschiedene Therapieansätze verfolgt, wie z. B. die Transplantation von
Stammzellen in das lädierte Gewebe. (modifiziert nach Thuret et al. (2006))
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eine Remodellierung der extrazellulären Matrix (ECM) und fördern die Bildung
einer fibrösen Wund-/Glianarbe. Diese Narbe verschließt, ähnlich wie bei anderen
Verletzungen im Körper, die Wunde und verhindert das Eindringen von schädli-
chen Substanzen in gesundes Gewebe. Gleichzeitig unterdrückt sie aber auch das
Wachstum von Axonen über die Läsionsstelle hinaus. Einzelne Neurone können
sich zwar spontan regenerieren (Abb. 1.1), allerdings stoppt das Axonwachstum bei
Erreichen der Glianarbe (Grimpe und Silver, 2002; Klapka und Müller, 2006; Stichel
und Müller, 1998). Nach ein bis zwei Tagen ziehen sich die verletzten Axone zurück
(Beattie et al., 1997). Distale Axonstümpfe werden durch Wallersche Degeneration ab-
gebaut (Becerra et al., 1995). Durch die Sekretion von inhibitorischen Faktoren, unter
anderem durch das Narbengewebe, wird die Axonregeneration weiter verhindert
(Skaper, 2012).

1.1.3 Therapieansätze zur Unterstützung der Nerven-
regeneration

Die Therapie von Rückenmarksläsion ist ein Feld intensiver Forschung. Um geeig-
nete Therapiekonzepte zu testen wird Ratten durch einen operativen Eingriff ein
Teil des Rückenmarks entfernt oder durch Quetschung lädiert (Rivlin und Tator,
1978). Ziel bei der Entwicklung klinischer Therapien von Rückenmarksläsionen ist
es, die Funktionsfähigkeit der Neurone wiederherzustellen und damit eine Steige-
rung der Mobilität des Patienten zu gewährleisten. Hierfür gibt es unterschiedliche
Konzepte. Bei molekularen Therapien wird durch die Injektion oder Überexpression
von Wachstumsfaktoren (z. B. BDNF1, NT-3, NGF, SDF-1) oder anti-inhibitorischer
Substanzen (z. B. NEP1–40, einem NOGO-antagonistischen Peptid) versucht das
Neuritenwachstum positiv zu beeinflussen. Bei zellbasierten Therapien werden
Zellen in die Läsionsstelle transplantiert. Diese sollen helfen, die Läsionsstelle zu
überbrücken, neue Neurone zu bilden, die Myelinisierung vorhandener Neurone zu
verbessern und durch parakrine Mechanismen die Neuroregeneration zu fördern.
(Bradbury und McMahon, 2006; Thuret et al., 2006)

Für eine Transplantation von ausdifferenzierten Zellen haben sich vor allem drei
Zelltypen bewährt: olfaktorische Hüllzellen, periphere Nervenzellen aus dem Ner-
vus saphenus und aktivierte Makrophagen. Bei diesen Zellen wird die Fähigkeit
genutzt, dass sie neurotrophe Faktoren an ihre Umgebung abgeben können. Olfakto-
rische Hüllzellen beispielsweise sekretieren GDNF, einen neurotrophen Faktor, der
das Neuritenwachstum und Neuronüberleben fördert. (Thuret et al., 2006)

Für eine Transplantation in die Läsionsstelle wurden verschiedene Stammzellen
und Stammzelltypen untersucht (Mortazavi et al., 2011), darunter CD34+ häma-

1Die Bezeichnung von Proteinen erfolgt in dieser Arbeit nach der Uniprot-Nomenklatur (Uniprot,
2013).
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topoetische Stammzellen, embryonale Stammzellen (ESC) sowie mesenchymale
Stammzellen (MSC) aus dem Knochenmark und aus dem Nabelschnurblut (Tetzlaff
et al., 2011). Eine neue vielversprechende Stammzellart für die Therapie von Rücken-
marksläsion sind USSC aus Nabelschnurblut (Schira et al., 2012), deren Verwendung
in Kapitel 1.2.3 näher beschrieben wird.

Weitere Therapiekonzepte umfassen die Verzögerung der fibrösen Narbenbildung
z. B. durch Eisenchelatoren (Klapka und Müller, 2006), die Implantation syntheti-
scher Gerüste (Stokols und Tuszynski, 2004), Elektrostimulation (Ragnarsson, 2008),
mechanische Brückenstrukturen sowie Stimulation durch physisches Training (Wer-
nig und Müller, 1992). Vielversprechend sind zurzeit Kombinationen aus mehreren
Ansätzen, da durch singuläre Therapien lediglich eine geringe funktionelle Verbes-
serung erzielt werden kann (Fouad et al., 2005).

1.2 Stammzellen aus dem Nabelschnurblut

1.2.1 Stammzellen

Die Untersuchung von Stammzellen hat sich in den vergangenen Jahren unter ande-
rem durch den positiven Einfluss bei Rückenmarkstherapien zu einem wichtigen
Forschungsgebiet entwickelt. Ihre Bedeutung in der Embryonalentwicklung, der
Organregeneration oder auch der Blutbildung machen sie für viele klinische Anwen-
dungen relevant. Eine Stammzelle wird definiert als „klonale, selbst erneuerbare,
multipotente Zelle, die in der Lage ist, unterschiedlich differenzierte Zelltypen
auszubilden“ (Lanza, 2009). Stammzellen besitzen somit die Fähigkeit, mittels asym-
metrischer Zellteilung weitere Stammzellen - also auch differenzierte Tochterzellen -
zu generieren. Eine Unterscheidung der Stammzellen erfolgt anhand ihres Potenti-
als, Tochterzellen der verschiedenen Keimblätter (mesoderm, endoderm, ektoderm)
und damit verschiedene Gewebearten zu generieren. Totipotente Zellen können
in Zellen aller drei Keimblätter sowie zusätzlich in Keimbahnzellen differenzieren
und somit in einer geeigneten Umgebung komplette lebensfähige Organismen gene-
rieren. Pluripotente Stammzellen können lediglich in Zellen aller drei Keimblätter
differenzieren, während multipotente Stammzellen nur in der Lage sind, in Zellen
eines Keimblattes zu differenzieren.

Neben der Einteilung nach ihrer Potenz werden Stammzellen außerdem anhand ih-
rer Spezifität für bestimmte Organe klassifiziert. Eine besondere Rolle nehmen dabei
ESC ein. Aus ihnen können alle Zellen des menschlichen Körpers gebildet werden.
Sie kommen ausschließlich in der Blastozyste vor (Thomson et al., 1998), weshalb
ihre Gewinnung und Verwendung mit ethischen Bedenken einhergehen. Neben den
ESC existieren postnatale Stammzellen. Diese werden nach ihrer Herkunft unterteilt
in fötale, neonatale sowie adulte Stammzellen. Zu adulten Stammzellen zählen unter
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anderem hämatopoetische Stammzellen (HSC), neurale Stammzellen (NSC) und
MSC, deren Charakteristika im Folgenden kurz erläutert werden.

HSC sind als adulte Stammzellen des Blutes (Lewis und Trobaugh, 1964) für die
Bildung aller Blutzellen (Hämatopoese) zuständig und kommen primär im Knochen-
mark vor. Sie werden durch die Zellantigene CD45 und CD34 charakterisiert und
im Folgenden basierend auf dem wichtigsten Antigen als "CD34+ hämatopoetische
Stammzellen“ bezeichnet. Für klinische Therapien können CD34+ hämatopoetische
Stammzellen aus Knochenmark (Gluckman et al., 1989), aus peripherem Blut oder
aus Nabelschnurblut gewonnen werden. Sie konnten sowohl in vitro als auch in
vivo in verschiedene Zelltypen differenziert werden, darunter Herzmuskelzellen,
Skelettmuskelzellen oder Epithelzellen (Masson et al., 2004).

NSC haben die Fähigkeit, sowohl in funktionsfähige Neurone, als auch in Gliazellen
zu differenzieren. Sie kommen in der subventrikulären Zone des Lateralventrikels
und Gyrus Dentatus des Hippocampus vor. In vitro bilden sie freischwebende,
sphärische Cluster: sogenannte Neurosphären (Lanza, 2009).

MSC stellen Vorläuferzellen des Bindegewebes dar (Friedenstein et al., 1968). Sie
können ebenfalls aus dem Knochenmark isoliert werden, unterscheiden sich von
HSC aber durch die fehlende Expression der hämatopoetischen Zellantigene CD45
und CD34. Multipotente MSC können in Zellen der Bauchspeicheldrüse, der Nieren,
der Leber, der Lunge, des Skelettmuskels und sogar des Nervengewebes differenziert
werden (Le Blanc und Pittenger, 2005). Als fibroblastenähnliche Zellen können MSC
adhärent kultiviert werden. Knochenmark-MSC werden derzeit zur Reduktion von
Abstoßungsreaktionen nach allogener Transplantation (Fang et al., 2009), sowie bei
der Behandlung von Herzinfarkten (Charwat et al., 2008) eingesetzt.

Die Gewinnung adulter Stammzellen für Transplantationen (z. B. aus Knochenmark)
setzt eine hohe Übereinstimmung zwischen Spender und Empfänger voraus und
schränkt die Anzahl potentieller Spender ein. Eine alternative Quelle zur Gewinnung
von Stammzellen ist das Blut der Nabelschnur. Die Vorteile bei der Verwendung
von Nabelschnurblutzellen sind eine nicht-invasive Gewinnung, geringere ethische
Bedenken und die Tatsache, dass die Zellen, basierend auf ihrer Telomerlänge,
biologisch jünger sind (Kögler et al., 2004).

1.2.2 Nabelschnurblut als Stammzellquelle

Die Nabelschnur stellt während der Schwangerschaft die Versorgung des Kindes mit
Sauerstoff und allen lebensnotwendigen Nährstoffen sicher. Sie besteht überwiegend
aus einem speziellen schleimigen Bindegewebe, der sogenannten Wharton-Sulze
(Wharton´s Jelly). Die Wharton-Sulze umschließt die Blutgefäße, welche im Inneren
aus zwei Arterien und einer Vene bestehen (Can und Karahuseyinoglu, 2007). Eine
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humane Nabelschnur wiegt etwa 40 g, hat eine Länge von 60–65 cm und einen Durch-
messer von etwa 1,5 cm (Di Naro et al., 2001; Raio et al., 1999). Durch die größere
Nabelvene wird mit Sauerstoff angereichertes Blut von der Plazenta über die fötale
Leber in den Blutkreislauf geführt, während die beiden schmaleren Nabelarterien
sauerstoffarmes Blut aus der Aorta des Fötus zur Plazenta führen (Benirschke et al.,
2006).

Im Nabelschnurblut sind neben Erythrozyten und Leukozyten auch CD34+ hämato-
poetische Stammzellen, MSC und MSC-ähnliche Zellen enthalten (Erices et al., 2000).
Das Nabelschnurblut entstammt ausschließlich dem fötalen Kreislauf und ist vom
maternalen Kreislauf getrennt. In der Plazenta erfolgt ein kontrollierter Austausch
zwischen den beiden Blutkreisläufen. Dabei wird durch eine epitheliale und binde-
gewebige Schicht eine semipermeable Plazentaschranke gebildet, die für Blutzellen
undurchlässig ist, den Austausch von Nährstoffen und Gasen aber ermöglicht.

Direkt nach der Geburt werden die Gefäße durch eine Konsistenzveränderung der
Wharton-Sulze verschlossen und ein Blutverlust des Kindes verhindert. Das noch in
der Nabelschnur verbliebene fötale Blut galt lange als medizinischer Abfall. Mitt-
lerweile wird dieses Blut gezielt gesammelt um die darin enthaltenen Stammzellen
für klinische Behandlungen oder für Forschungszwecke verwenden zu können.
Dazu werden Nabelschnurblute direkt im Kreißsaal mit einer Spritze entnommen,
an Nabelschnurblutbanken geliefert und dort unter GMP-Bedingungen (Good Ma-
nufacturing Practice, Gute Herstellungspraxis) aufgearbeitet, typisiert und bis zur
Verwendung gelagert.

1.2.3 Stammzellen im Nabelschnurblut und ihr klinischer Ein-
satz

1.2.3.1 Nabelschnurblut-MSC und USSC

Nabelschnurblut-MSC können prinzipiell analog zu Knochenmark-MSC eingesetzt
werden, solange sie unter GMP-Bedingungen generiert und expandiert wurden (Ak-
tas et al., 2010). Eine MSC-ähnliche Stammzellpopulation aus der mononukleären
Fraktion des Nabelschnurblutes wurde von Kögler et al. (2004) als unrestricted somatic
stem/stromal cell (USSC) bezeichnet. Sie unterscheiden sich von Nabelschnurblut-
MSC durch ein fehlendes adipogenes Differentierungspotential (Kluth et al., 2010)
einhergehend mit der Expression von DLK-1 (Kluth et al., 2013). Weiter unterschei-
den sie sich in ihrer Expression der HOX-Gene (Liedtke et al., 2010), die bei USSC
unterdrückt ist, und ihrem immunologischen Verhalten (van den Berk et al., 2009;
Winter et al., 2009). Gemein haben beide Zelltypen, in vitro wie auch in vivo, die
Fähigkeit zur osteogenen und chondrogenen Differenzierung (Kögler et al., 2005,
2006).
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Unter speziellen Mediumbedingungen können USSC in vitro auch in neuronähnliche
Zellen mit dopaminergem Charakter differenzieren (Greschat et al., 2008; Iwaniuk
et al., 2011; Trompeter et al., 2011). Eine Differenzierung in funktionsfähige Neurone
ist bisher nicht möglich.

MSC aus dem Nabelschnurblut werden als Transplantat in mehreren klinischen Ver-
suchsreihen eingesetzt, darunter die Behandlung von Leukämie, multipler Sklerose
oder Rückenmarksläsion (U.S. Department of Health and Human Services, 2013).
USSC hingegen werden bisher noch nicht in entsprechenden klinischen Studien
eingesetzt, auch wenn in mehreren Experimenten ein vielversprechendes Potential
dieses Zelltyps beschrieben wurde. USSC eignen sich für allogene Transplantation,
weil sie kein tumorbildendes Potential besitzen. Des Weiteren kann ihre Gewinnung
unter GMP-Bedingungen und ohne invasiven Eingriff erfolgen (Aktas et al., 2010).

Auf die Verwendung von USSC zur Unterstützung der Neuronregeneration nach
Rückenmarksläsion wird in Kapitel 1.2.3.2 näher eingegangen. Eine weitere mögli-
che Anwendung von USSC ist die Therapie von Myokardinfarkten. USSC können in
vitro in myokardiale Zellen differenzieren, wenn sie in Co-Kultur mit Cardiomyo-
cyten wachsen. Diese Beobachtung konnte in einem Tiermodell, wenn auch nur
mit einer geringeren Anzahl an differenzierenden USSC-Zellen, bestätigt werden
(Ding et al., 2012). In einem Akuten-Herzinfarkt-Modell wurde gezeigt, dass USSC
zu einer reduzierten Narbenbildung und einer Verbesserung der linksventrikulären
Funktion führen (Ghodsizad et al., 2009, 2011).

Im adulten Schaf sind USSC in der Lage, die hepatische Regeneration nach Embo-
lisation der Leberportalvene zu unterstützen. Dieser Effekt wird durch parakrine
Sekretion hervorgerufen (Ghodsizad et al., 2012).

Eine Co-Kultur von USSC und CD34+ Stammzellen führt zu einer Erhöhung der
Expansionsrate der HSC, während im Vergleich dazu die Co-Kultur von MSC und
CD34+ Stammzellen nicht zu einer Verstärkung führt (Kögler et al., 2005). USSC
unterstützen das Anwachsen von CD34+ Stammzellen, wenn sie parallel in immu-
nodefiziente Mäuse injiziert werden. Weil gerade dies der kritische Punkt für den
Erfolg einer allogenen Transplantation ist, können USSC in Zukunft dazu beitragen,
die Sterblichkeit in Folge von früher Abstoßung des Transplantats zu verringern.

1.2.3.2 Transplantation von USSC zur Behandlung von Rückenmarks-
verletzungen

Eine weitere vielversprechende Anwendung von USSC ist der Einsatz zur Behand-
lung von Rückenmarksverletzungen. Dazu wurden in in vivo Experimenten USSC
in das lädierte Rückenmark von Ratten transplantiert (Schira et al., 2012). In diesen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass USSC in die Läsionsstelle migrieren
und auf bisher noch unbekanntem Wege zu signifikantem Axonwachstum sowie
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einer funktionellen lokomotorischen Erholung führen. Eine Differenzierung der
USSC in neurale Zellen konnte in vivo bisher nicht beobachtet werden. (Schira et al.,
2012)

In Folge einer Transplantation von USSC 2 mm rostral und caudal der Läsion in das
verletzte Rückenmarksgewebe von Ratten, so konnte bereits nach sechs Wochen eine
funktionelle Verbesserung der Lokomotion festgestellt werden. Es wurde gezeigt,
dass die USSC dabei in die Läsionsstelle migrieren. In vitro chemotaktische Versuche
haben gezeigt, dass diese Migration überwiegend durch HGF hervorgerufen wird
(Schira et al., 2012), welches als Chemoattraktant für USSC (Trapp et al., 2008) wirkt
und vom umliegenden Gewebe in der Läsionsstelle sekretiert wird.

Bisher gibt es keinen Nachweis dafür, dass die neuroregenerative Wirkung von
USSC durch eine Differenzierung dieser Zellen verursacht wird. Möglich ist, dass
USSC durch parakrine Mechanismen auf ihre zelluläre Umgebung wirken. Denkbar
ist aber auch, dass die regenerative Wirkung von USSC über Zell-Zell-Interaktion
vermittelt wird. Untersuchungen zur Ermittlung der für das verstärkte Neuriten-
wachstum und verbesserte Neuronüberleben verantwortlichen Faktoren fehlen
bisher. Die vielversprechenden Funktionen von USSC bei der Regeneration und
der Wundheilung (Ghodsizad et al., 2009, 2011; Kögler et al., 2005) weisen darauf
hin, dass USSC potente Faktoren sekretieren, mittels derer sie die Zellen in ihrer
Umgebung beeinflussen können (Ghodsizad et al., 2012; Kögler et al., 2005; Schira
et al., 2012). In einer Studie von Kögler et al. (2005) wurden gezielt erste, durch
USSC sekretierte, Proteine identifiziert. Mittels des gerichteten Nachweises durch
Cytokin-Mikroarrays konnte gezeigt werden, dass USSC in serumhaltigem Medium
LIF, VEGF, SCF, TGF-β, CSF, IL-6, IL-8, IL-11 sowie SDF-1 sezernieren. Die weiter-
gehende Untersuchung des USSC-Sekretoms ist Ziel dieser Arbeit. Eine genaue
Kenntnis über USSC-sezernierte Proteine kann zu einem gezielteren Einsatz der
USSC in der Therapie von Rückenmarksläsionen beitragen.

1.2.3.3 CD34+ hämatopoetische Stammzellen

CD34+ hämatopoetische Stammzellen aus dem Nabelschnurblut sind für Stamm-
zelltransplantationen nach Radio- oder Chemotherapie bei vielen hämatologischen
Erkrankungen (z. B. Leukämie) von großer Bedeutung. Bei der allogenen Trans-
plantation dieser Zellen ist es eine Herausforderung, eine hohe Übereinstimmung
der humanen Leukozytenantigen (HLA)-Klassifizierung zu erzielen, um immu-
nologische Abwehrreaktionen des Transplantats (graft-versus-host-disease) zu ver-
hindern. Nabelschnurblut-Transplantationen sind dabei, verglichen mit Knochen-
marktransplantationen, weniger anfällig bei HLA-Unterschieden zwischen Spender
und Empfänger (Laughlin et al., 2004). Dazu kommt eine geringere Inzidenz viraler
Belastungen, aber gleichzeitig leider auch ein langsameres Anwachsen der Zellen
sowie die Begrenzung der Zellzahl im Transplantat (Rocha und Gluckman, 2006).
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Letzteres kann durch die Verwendung mehrerer Transplantate für einen Empfänger
umgangen werden (Barker et al., 2005; Wagner und Gluckman, 2010) oder alternativ
durch eine Expansion der hämatopoetischen Zellen in vitro eine höhere Zellzahl
erzielt werden (Bruno et al., 2004; Huang et al., 2007; Lima et al., 2008).

Bei der ex vivo-Expansion von CD34+ hämatopoetischen Stammzellen aus dem
Nabelschnurblut werden Cytokine zur Unterstützung des Zellwachstums einge-
setzt (Qiu et al., 1999; Wei et al., 2005). Aufgrund mehrerer Herausforderungen wird
diese Methode jedoch kontrovers diskutiert (Kelly et al., 2009). Zum einen wird
bei klinischen Versuchsreihen lediglich ein kleiner Teil des Nabelschnurblutes ex
vivo expandiert, während der Rest unbehandelt bleibt. Daher kann das expandierte
Produkt erst etwa 10–14 Tage nach Transplantation verabreicht werden. Eine Al-
ternative hierzu wäre die Transplantation von einer ex vivo expandierten Einheit
zusammen mit einer zweiten, nicht-manipulierten Einheit. Zum anderen sind nicht
alle Cytokine und Wachstumsfaktoren in klinischer Reinheit verfügbar. Jene, die
verfügbar sind, sind teuer in der Anschaffung und schränken aufgrunddessen eine
routinemäßige Anwendung ein.

Eine Alternative zur Verbesserung der Ansiedlung transplantierter Zellen kann
auch die Co-Transplantation einer einzelnen Nabelschnurbluteinheit zusammen mit
hoch aufgereinigten, mobilisierten CD34+ Stammzellen aus dem peripheren Blut
eines haploidenten Spenders sein (Fernández, 2009). Dieser steht jedoch nicht immer
zur Verfügung. Eine weitere Möglichkeit ist die schnelle Expansion von CD34+

Stammzellen durch die Regulation der Sekretion von parakrinen Faktoren (Csaszar
et al., 2012). Von Delaney et al. (2010) wurde darüber hinaus eine Notch-unterstützte
ex vivo-Expansion von CD34+ hämatopoetischen Stammzellen beschrieben. Die
Verwendung expandierter Zellen wird zurzeit in umfangreichen klinischen Studien
evaluiert (U.S. Department of Health and Human Services, 2013). Ob und wie sich
das Proteom der Zellen während der ex vivo-Expansion mit Cytokinen verändert,
konnte allerdings noch nicht gezeigt werden. Zwar sind die expandierten CD34+

Zellen gut charakterisiert (Amirizadeh et al., 2013; Zanette et al., 2013), aber eine
zeitaufgelöste Analyse der gesamten Proteine über die Expansionsdauer fehlt bisher
und ist ebenfalls Bestandteil dieser Arbeit.

1.3 Proteomik

1.3.1 Massenspektrometrie-basierte Proteinidentifizierung und
-quantifizierung

Flüssigchromatographie- (LC) und Massenspektrometrie- (MS) basierte Proteomik
erlaubt die gleichzeitige Identifizierung und Quantifizierung von Proteinen in kom-
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Abbildung 1.2 – Ablauf eines typischen Proteomik-Experiments: Nach Zellaufschluss und Auf-
reinigung wird die Proteinmischung mit Proteasen (typischerweise Trypsin) in Peptide gespalten.
Diese werden anschließend über HPLC aufgetrennt, über ESI in die Gasphase überführt und mit
MS und MS/MS analysiert. Ein Messzyklus besteht darin, die Ionen mit den intensivsten Signa-
len im MS-Spektrum zu isolieren und zu fragmentieren. Anhand der Massen der Fragmentionen
und der Vorläuferionmasse wird eine Datenbanksuche durchgeführt und die Sequenz der Peptide
nachgewiesen. Im letzten Schritt werden die identifizierten Peptide zu Proteinen zusammengefügt.

plexen Gemischen (Bantscheff et al., 2012). Zur Proteinidentifizierung werden die
zu analysierenden Proteine aus Zelllysaten oder Zellkulturüberständen proteo-
lytisch verdaut. Die so entstandenen Peptide werden in der Regel über RP-HPLC
(Umkehrphasen-Hochdruckflüssigchromatographie) aufgetrennt und sequentiell ins
Massenspektrometer überführt. Der Ablauf eines typischen Proteomik-Experimentes
ist in Abb. 1.2 dargestellt.

Die massenspektrometrische Analyse erfolgt in der Regel auf Basis der Peptide,
die durch proteolytischen Verdau der Proteine generiert werden. Hier kommt in
der Proteomforschung typischerweise die Serinprotease Trypsin zum Einsatz. Sie
spaltet Proteine hauptsächlich C-terminal hinter Arginin und Lysin und generiert
so Peptide mit einer durchschnittlichen Länge von zehn Aminosäuren mit einer
Ladung von +2 oder +3.

1.3.1.1 Trennung von Peptiden mit RP-HPLC

Die Umkehrphasen (reversed phase, RP)-HPLC stellt eine etablierte Methode zur Pep-
tidauftrennung in der Proteinanalytik dar. Das Grundprinzip der Trennung basiert
auf hydrophoben Wechselwirkungen der Analyten mit der unpolaren stationären
Phase. Die Elutionsreihenfolge ist abhängig von der Hydrophobizität der Analyten.
Je hydrophiler ein Analyt, desto stärker ist seine Verteilung in der hydrophilen,
mobilen Phase und desto eher eluiert er von der Säule. Als stationäre Phase kommen
unpolare Kohlenwasserstoffketten (C8 – C18) zum Einsatz. Als mobile Phase werden
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polare, wässrige Lösungsmittel verwendet, wohingegen die Elution mit unpolaren,
organischen Lösungsmitteln (Acetonitril) erfolgt. Zur Verbesserung der Auftren-
nung werden Ionenpaarreagenzien, wie z. B. Trifluoressigsäure oder Ameisensäure,
hinzugegeben. Sie verstärken die Hydrophobizität, indem sie mit ihrem gelade-
nen Molekülteil an die ionischen Seitenketten binden, während der ungeladene
Molekülteil dem Lösungsmittel zugewandt ist.

1.3.1.2 Massenspektrometrie

Der Aufbau aller Massenspektrometer geht auf ein grundlegendes Prinzip zurück.
Zunächst werden die Analyten gegebenenfalls in die Gasphase überführt und ioni-
siert, dann mittels eines Massenanalysators nach ihrem Masse-zu-Ladung-Verhältnis
(m/z) aufgetrennt und letztlich mittels eines Detektors nachgewiesen (Lottspeich
und Engels, 2006). Die Analyse von Peptiden mit Elektrosprayionisation (ESI)-MS,
die überwiegend in Kopplung mit der HPLC zum Einsatz kommt, basiert auf der
feinen Verteilung der gelösten Analytionen mittels einer dünnen Kapillarnadel im
elektrischen Feld. In Abb. 1.3 ist der Ablauf der ESI schematisch dargestellt. Durch
das starke elektrische Feld (2-5 kV/cm), welches zwischen der Nadel und der Ein-
lassöffnung des Massenspektrometers angelegt ist, werden kleine Tröpfchen mit
einem Durchmesser von etwa 10 μm gebildet. Das Lösungsmittel in den Tropfen
desolvatisiert und die Ladungsdichte nimmt zu (Chait und Kent, 1992). Zurück
bleiben geladene Analytionen, die durch Addition oder Verlust eines oder mehrerer

Abbildung 1.3 – Prinzip der Elektrosprayionisation: Die Analytlösung wird in einem elektrischen
Feld unter Atmosphärendruck in Richtung der Einlassöffnung des Massenanalysators versprüht.
Das Spray formt den charakteristischen Taylor-Konus und zerfällt dabei in einzelne feine Tröpfchen.
Durch Desolvatisierung des Lösungsmittels nimmt die Tröpfchengröße stetig ab, gleichzeit steigt
die Ladungsdichte an der Tröpfchenoberfläche. (aus Barbour et al. (2008))
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Protonen entstehen: [M+H]+ bei positiver Spannung bzw. [M-H]− bei negativer
Spannung.

ESI wird, wie Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation (MALDI) auch, als
weicher Ionisationsprozess angesehen, da während der Ionisation in der Regel
keine Fragmentierung der Analyten stattfindet. Im Jahr 2002 wurde John Fenn für
die Weiterentwicklung der ESI zur Analyse von Biomolekülen der Nobelpreis für
Chemie verliehen (Fenn, 2003). Heute wird ESI bevorzugt für die LC-MS-basierte
Analyse komplexer Proteinproben nach proteolytischem Verdau eingesetzt (Barbour
et al., 2008).

Die Analyse der ionisierten Moleküle geschieht durch Isolation, Fragmentierung und
genauer Bestimmung ihres m/z-Verhältnisses. Zu diesem Zweck gibt es verschiedene
Massenanalysatoren wie Flugzeitmassenanalysatoren (Wollnik, 1993), Ionenfallen
(Allison und Stepnowski, 1987; Douglas, 2009) oder die Orbitrap (Michalski et al.,
2012; Scigelova und Makarov, 2006).

Abbildung 1.4 – Querschnitt des Orbitrap-
Massenanalysators: Die Ionen werden auf
Kreisbahnen um die Zentralelektrode ein-
gefangen. Gleichzeitig oszillieren sie m/z-
abhängig axial. Durch Fouriertransformati-
on wird aus dem komplexen Signal die Fre-
quenz bestimmt und ein Massenspektrum
erstellt. (aus Scigelova und Makarov (2006))

Die Orbitrap stellt einen neuartigen Mas-
senanalysator dar, der sowohl in Hybrid-
Fouriertransform-Massenspektrometern ein-
gesetzt wird als auch als alleinstehender
Massenanalysator vorkommt. Sie besteht
aus einer spindelförmigen Innenelektrode
und einer fassförmigen Außenelektrode,
zwischen denen die Ionen eine Kreisbahn
beschreiben (Makarov, 2000). Sie werden
durch das Gleichgewicht zwischen elek-
trostatischer Anziehung und zentrifugaler
Kraft auf einer stabilen Bahn gehalten. Da-
bei zeigen Ionen mit denselben m/z-Werten
gleiche axiale Bewegungen, deren Frequenz
mit weiteren Elektroden zeitabhängig aufge-
zeichnet wird. Durch eine schnelle Fourier-
transformation (FT) kann das Signal dieser
harmonischen Oszillation zunächst in ein
Frequenzspektrum und weiter durch Zwei-
punktkalibrierung in ein m/z-abhängiges Massenspektrum umgewandelt werden.

Die Orbitrap zeichnet sich durch ein hohes Auflösungsvermögen nach der Halb-
wertsbreite-Methode (FWHM, full width at half maximum) von über 240 000 bei einer
Massengenauigkeit (mit interner Rekalibrierung) von ≤ 1 ppm (Michalski et al., 2012)
aus. Im ersten Schritt eines Messzyklus werden die Peptidionen direkt in die Orbitrap
überführt. Während dort mit hoher Genauigkeit ein MS-Spektrum aufgenommen
wird, werden in einer vorgeschalteten linearen Ionenfalle mit radialem Ionenauslass
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MS/MS-Spektren mit geringerer Genauigkeit, dafür aber mit sehr hoher Sensitivi-
tät aufgenommen (Scigelova und Makarov, 2006). Die geringere Genauigkeit der
MS/MS-Spektren ist für die Peptididentifizierung in Kombination mit einer hohen
Spezifität in der Messung der Peptidionenmasse ausreichend und ermöglicht eine
Peptid- und damit Proteinidentifizierung mit hoher Zuverlässigkeit.

Bei der automatischen, datenabhängigen Messung besteht ein typischer Messzyklus
zunächst aus der Erstellung eines Übersichtsspektrums. Eine definierte Anzahl
der intensivsten, geladenen (+2, +3, +4) Peptidionen aus diesem Spektrum wird
daraufhin nacheinander isoliert und fragmentiert. Aus dem im Übersichtsspektrum
bestimmten m/z-Verhältnis und dem zugehörigen Fragmentspektrum kann mit Hilfe
spezieller Suchalgorithmen über einen Datenbankvergleich das Peptid identifiziert
werden (Perkins et al., 1999). Alle identifizierten Peptide werden abschließend zu
Proteinen zusammengesetzt.

Die MS-basierte Sequenzierung von Peptidionen erfolgt in der Gasphase überwie-
gend mittels kollisionsinduzierten Dissoziation (CID). Ein elektrisches Potential
beschleunigt dabei die protonierten Peptide, die mit Inertgas (in der Regel He oder
N2) kollidieren. Dabei wird die kinetische Energie in Vibrationsenergie umgewan-
delt und über das gesamte Peptidmolekül verteilt. Sobald die interne Energie des
Moleküls die Aktivierungsbarriere der labilsten Bindung übersteigt, bricht diese und
charakteristische Fragmentionen entstehen. Das Fragmention, an dem die Ladung
verbleibt, wird nach Roepstorff und Fohlman (1984) je nach Position des Bindungs-
bruches mit Kleinbuchstaben und, je nach Anzahl der Aminosäuren, mit Indizes
bezeichnet (Abb. 1.5). Besteht das Fragmention aus dem C-terminalen Teil, so lautet
die Bezeichnung x-, y- oder z-Ion. N-terminale Fragmentionen hingegen heißen
a-, b- oder c-Ionen. Bei CID zerfallen Peptide bevorzugt zwischen dem Carbonyl-
kohlenstoff und dem Amidstickstoff des Peptidrückgrates. Aufgrund der Tatsache,
dass verschieden protonierte Ionen vorkommen, geschieht die Fragmentierung an
diversen Positionen des Peptidrückgrates. So entstehen charakteristische b- und
y-Ionen mit unterschiedlicher Länge, die die zur Identifizierung notwendige Se-
quenzinformation enthalten (Wysocki et al., 2000).
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Abbildung 1.5 – Fragmentierungsmuster
von Peptiden: Die Nomenklatur wurde von
Roepstorff und Fohlman (1984) entwickelt.
Bei der verbreiteten kollisionsinduzierten
Dissoziation (CID) entstehen überwiegend b-
und y-Ionen.
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1.3.1.3 Bioinformatische Datenanalyse

Bei der Proteomanalyse mit massenspektrometrischen Methoden fallen große Da-
tenmengen an, deren Auswertung durch bioinformatische Applikationen deutlich
erleichtert wird (Martin et al., 2013). Aus den m/z-Werten der intakten Peptide (MS-
Spektren) und den m/z-Werten der Fragmentionen (MS/MS-Spektren) werden au-
tomatisch Signallisten erstellt. Die Datenbank gestützte Auswertung beginnt mit
der Verknüpfung von Signallisten und Peptidsequenzen. Hierzu werden Sequenzen
durch den Vergleich von aufgenommenen und theoretischen Spektren identifiziert.
Theoretische Spektren werden mittels in-silico Verdau von allen in der Datenbank
enthaltenen Proteine berechnet. Die Datenbanksuche erfolgt mit Hilfe von Suchal-
gorithmen (z. B. mit Mascot™ (Perkins et al., 1999) oder Sequest (Eng et al., 1994)).
Die Anzahl an Kandidatenpeptiden für ein Fragmentspektrum kann durch diverse
Kriterien begrenzt werden. Dazu zählen unter anderem die Massentoleranz des
verwendeten Gerätes, das verwendete proteolytische Enzym, mögliche posttransla-
tionale Modifikationen oder die Anzahl möglicher 13C-Isotope. Die Suchalgorithmen
erstellen eine Liste der Fragmentspektren mit zugeordneten Peptidsequenzen, sor-
tiert nach einem Bewertungsfaktor. Aus dieser Peptidliste werden die Proteine
zusammengesetzt (Perkins et al., 1999). Die Validität der Proteinlisten wird durch
sogenannte Decoy-Datenbanken erhöht (Reidegeld et al., 2008). Diese Datenbanken
enthalten neben echten Proteineinträgen auch die gleiche Anzahl an künstlich er-
zeugten Proteinsequenzen, die in der Natur so nicht vorkommen (Decoy-Einträge).
Durch die Anzahl von Decoy-Einträgen in der Proteinliste kann eine Falschpositivrate
(false discovery rate, FDR) abgeschätzt werden, da die Wahrscheinlichkeit einer Identi-
fizierung von Decoy-Einträgen ähnlich hoch ist wie eine zufällige falsche Zuordnung
von Spektren und Originaleinträgen. Bei diesem sog. target-Decoy-Ansatz wird für
jeden Eintrag der Proteinliste eine FDR berechnet, also der Anteil an Decoy-Einträgen
(Reidegeld et al., 2008).

1.3.1.4 Quantifizierung von Proteinen

Neben der reinen Identifizierung von Proteinen können durch massenspektrometri-
sche Methoden auch relative Unterschiede zwischen Proben festgestellt werden. Dies
ist wichtig, um Gewebearten, verschiedene Zellzustände oder auch Körperflüssig-
keiten miteinander vergleichen zu können. Die zweidimensionale Gelelektrophorese
(2D-PAGE) in Kombination mit Fluoreszenzfarbstoffen (2D-DIGE) wird dafür be-
reits seit Langem eingesetzt (Diehl et al., 2007; Sitek et al., 2005). Für die relative
Quantifizierung von Proteinen mittels LC-MS haben sich innerhalb der letzten Jahre
zwei Methoden etabliert, die entweder auf der Markierung mit stabilen Isotopen
basieren oder markierungsfrei (label-free) ablaufen können.
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Abbildung 1.6 – Quantifizierung von Proteinen: Bei der Markierung mit schweren Isotopen (links)
werden die Proben nach dem Mischen proteolytisch verdaut und die Peakfläche in einem MS-
Spektrum miteinander verglichen. Bei markierungsfreier Quantifizierung (rechts) werden die Proben
nicht miteinander vermischt, sondern getrennt aufgearbeitet und gemessen. Die Quantifizierung
kann sowohl auf dem Vergleich der Signalintensität im MS-Spektrum zwischen zwei Läufen als
auch auf dem Vergleich der Anzahl an MS/MS-Spektren je Peptid/Protein erfolgen.

Bei Ersterem werden Moleküle mit schweren Isotopen (15N, 13C, 2H, 18O) markiert.
Die zu vergleichenden Proben werden nach der Markierung kombiniert und zu-
sammen aufgearbeitet. Da beide Peptidisoformen in der Regel zur selben Zeit von
einer C18-Säule eluieren, kann aus der Intensität des Signalpaares im MS-Spektrum
relativ quantifiziert werden (Abb. 1.6). Moleküle, die für diese chemische Form der
isotopenbasierten Quantifizierung geeignet sind, sind z. B. Tandem Mass Tags (TMT)
(Thompson et al., 2003) oder iTRAQ (Ross et al., 2004). Daneben gibt es auch die
Möglichkeit der metabolischen Markierung (stable isotope labeling by amino acids in cell
culture, SILAC), bei der dem Zellkulturmedium mit schweren Isotopen markierte,
essentielle Aminosäuren zugesetzt werden (Ong et al., 2002). Der Vorteil dabei ist,
dass die Proben direkt im Anschluss an den Zellaufschluss gemischt werden können
und so nur wenige Varianzen durch Unterschiede in der Probenvorbereitung einge-
bracht werden. Diese Form der Markierung ist für klinische Proben ungeeignet, weil
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insbesondere für Gewebe eine Inkubation mit markierten Aminosäuren generell
nicht möglich ist.

Der zweite Weg zur LC-MS-basierten Quantifizierung von Proteinen kommt oh-
ne jede Form der Markierung aus und ist dadurch wesentlich günstiger in der
Durchführung. Der Vergleich zweier oder mehr Proben erfolgt dabei lediglich auf
der Signalfläche oder der Anzahl aufgenommener MS/MS-Spektren der identifi-
zierten Peptide (Abb. 1.6) (Bondarenko et al., 2002; Liu et al., 2004). Dies setzt eine
hohe Reproduzierbarkeit sowohl in der Probenvorbereitung als auch in der Peptid-
trennung per HPLC voraus. Die Proben werden anders als bei anderen Methoden
nicht miteinander kombiniert, sondern getrennt voneinander mittels LC-MS ana-
lysiert. Durch hochauflösende Massenspektrometrie und Weiterentwicklungen in
der Datenverarbeitung können kleinere Abweichungen in der Retentionszeit bei der
Quantifizierung berücksichtigt werden (Cox und Mann, 2011; Nahnsen et al., 2013).
Die markierungsfreie Quantifizierung ist, im Vergleich zu SILAC, auch für klinische
Proben gut geeignet (Neilson et al., 2011; Sitek et al., 2012; Wiener et al., 2004). Unter
den hier aufgeführten Methoden hat sie den größten dynamischen Bereich, ist dafür
aber weniger akkurat und reproduzierbar (Li et al., 2012). Darüber hinaus kann
mit der markierungsfreien Quantifizierung die größte Proteomabdeckung erzielt
werden (Merl et al., 2012).

Die Möglichkeit der absoluten Quantifizierung von Proteinen kann durch den Ver-
gleich einer Probe mit einem Analyten bekannter Konzentration erfolgen (Malm-
ström et al., 2009). Hierzu werden definierte Mengen von synthetisch hergestelltem,
isotopen markiertem Peptid einer Probe hinzugefügt (AQUA, (Kettenbach et al.,
2011)) und die Signalintensität mit dem infrage kommenden Peptiden verglichen
(Schmidt et al., 2010).

Von Silva et al. (2006) wurde eine vereinfachte Methode zur absoluten Quantifi-
zierung von Proteinen vorgestellt, die speziell mit Q-TOF-Massenanalysatoren in
Kombination mit LCMSE , also der gleichzeitigen Fragmentierung aller Ionen ohne
vorheriger Isolation, funktioniert. Sie basiert darauf, dass die mittlere Intensität
der drei am besten ionisierbaren/identifizierbaren Peptide mit der Abundanz ei-
nes Proteins linear korreliert. Für eine zuverlässige absolute Quantifizierung ist es
ausreichend, ein Protein bekannter Konzentration der Probe zuzugeben und die
mittleren Peptidintensitäten miteinander zu vergleichen. Diese Methode eignet sich
auch für Ionenfallen-basierte Massananlysatoren. Dort wird sie als T3PQ-Methode
(Top 3 Protein Quantifizierung) bezeichnet (Grossmann et al., 2010).

1.3.2 Proteomik von Nabelschnurblutzellen

Das Proteom von Zellen aus dem Nabelschnurblut wurde bisher nur in geringem
Umfang mittels Massenspektrometrie-basierten Methoden analysiert. So wurden
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zum Beispiel CD34+ hämatopoetische Stamm-/Vorläuferzellen von mehreren Ar-
beitsgruppen untersucht (D’Alessandro et al., 2010a,b; Liu et al., 2006; Tao et al.,
2004; Zenzmaier et al., 2005, 2003). Anhand verschiedener Techniken konnten bis zu
370 Proteine (Liu et al., 2006) in nativen CD34+ Nabelschnurblutzellen identifiziert
werden. Die Prozesse, die während der ex vivo-Expansion ablaufen, wurden bisher
nicht weitergehend untersucht. Die bisher durchgeführten Studien beschränken
sich überwiegend auf eine qualitative Beschreibung der nativen und expandierten
CD34+ Stammzellen.

1.3.3 Sekretomstudien

Die Identifizierung sekretierter Proteine ist ein Gegenstand umfangreicher For-
schungen und hat auch klinische Relevanz. Eine der ersten Sekretomstudien mit
13 sekretierten Proteinen wurde von Scheele (1975) an Pankreaszellen mittels 2D-
PAGE durchgeführt. Durch neue methodische Entwicklungen konnten bis zu 1 000
sekretierte Proteine identifiziert werden (Diehl et al., 2007; Volmer et al., 2005). Mitt-
lerweile wurde das Sekretom verschiedener Zellen untersucht, darunter auch viele
Stammzelltypen (Skalnikova et al., 2011).

Die Herausforderung bei einer LC-MS-basierten Sekretomanalyse ist eine geringe
Konzentration von Proteinen im Zellkulturüberstand, die mittels Proteinfällung,
Ultrafiltration, Dialyse oder Lyophilisierung des konditionierten Mediums erhöht
werden kann (Cao et al., 2011). Bei der Verwendung von serumhaltigem Medium
reicht der dynamische Bereich LC-MS-basierter Techniken häufig nicht aus und
ermöglicht nur die Identifizierung besonders abundant sekretierter Proteine. Aus
diesem Grund und um Kontaminationen durch bovine Proteine zu verhindern wird
in der Zellkultur serumfreies Medium verwendet (Hathout, 2007).

Eine alternative Methoden für die Identifizierung von Proteinen im Zellkulturüber-
stand sind Antikörper-Mikroarrays. Niedrig abundante Proteine können durch Mas-
senspektrometrie-basierte Sekretomanalysen teilweise schwierig abgedeckt werden.
Antikörper-Mikroarrays ermöglichen die gezielte Analyse von bekannten Proteinen
(Mustafa et al., 2011).

1.3.4 Sekretion von Proteinen

Extrazellular lokalisierte Proteine haben ihren Ursprung ausnahmslos innerhalb
der Zelle. Der Mechanismus der Sekretion von Proteinen ist bisher nur teilweise
verstanden. Ein Großteil der sekretierten Proteine in Eukaryonten wird aufgrund
einer Signalsequenz schon während der Synthese sortiert und auf gut untersuchten
Signalwegen durch Vesikelverschnürung mit der Zellmembran in den Extrazellular-
raum sekretiert (Abb. 1.7). Diese Proteine werden als klassisch sekretiert bezeichnet.

Proteomik � Seite 18



Kapitel 1: Einleitung

Abbildung 1.7 – Sekretion von Proteinen: Bei der klassischen Sekretion werden Proteine aufgrund
einer spezifischen Signalsequenz in das Lumen des endoplasmatischen Retikulums synthetisiert.
Über Vesikel werden die Proteine in das Golgi-Netzwerk transportiert und dort posttranslational
modifiziert. Über sekretorische Vesikel werden sie in den extrazellulären Raum abgegeben. Nicht-
klassische Sekretion erfolgt ER-unabhängig.

Eine zweite Klasse extrazellulärer Proteine stellen nicht-klassisch sezernierte Protei-
ne dar. Sie werden aufgrund ihrer biochemischen Eigenschaften, unabhängig von
einer Signalsequenz, sezerniert. Über die Mechanismen, die hinter dieser Art der
Sekretion stehen, ist deutlich weniger bekannt (Nickel, 2003).

1.3.4.1 Klassische Sekretion

Die Signalsequenz, die Proteine als extrazellular oder membranständig lokalisiert, ist
keine klar definierte Signalsequenz, sondern basiert überwiegend auf einer Struktur-
ähnlichkeit. Sie wird aus 3–7 polaren, meist ungeladenen Aminosäuren (c-Region),
etwa 15 hydrophoben Aminosäuren (der h-Region), gefolgt von 1–5 Aminosäuren
mit positiver Ladung (N-Region) gebildet. Das Signalpeptid wird im Laufe der
Proteinexpression durch Signalpeptidasen (SPasen) vom Rest des Proteins abgespal-
ten. In der Nähe der Spaltstelle folgt die Sequenz dabei meist der 3-1-Regel. Die
Aminosäuren an Position -3 und -1 (relativ zur Spaltstelle) müssen klein und neutral
geladen sein. (Heijne, 1983, 1985)

Die Erkennung des Signalpeptides stellt den ersten Schritt des Exports dar. Im
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Nächsten wird das Polypeptid durch die Membran in das ER-Lumen translokalisiert
bzw. in die Membran integriert. Im ER-Lumen werden viele der sekretierten Proteine
durch Ologosaccharyltransferasen glyosyliert. Die eigentliche Sekretion wird über
das Golgi-Netzwerk und sekretorische Vesikel gesteuert.

Das Vorhandensein eines Signalpeptides bedeutet aber nicht gleichzeitig, dass das
Protein sekretiert wird. So kann es vorkommen, dass sie im ER verbleiben oder
weiter in den Golgi-Apparat transportiert werden und ihren Weg in andere mem-
branumhüllte Organellen wie Liposomen finden.

1.3.4.2 Nicht-klassische Sekretion

Die signalpeptidunabhängige Sekretion auf nicht-klassischem Wege wurde bisher
hauptsächlich in Bakterien beschrieben, aber ebenso auch in eukaryotischen Zellen
beobachtet (Wilkinson et al., 1997). Dort werden auch Proteine wie Galectin-1 oder
IL1-β, die zunächst im Cytoplasma synthetisiert werden, ohne eine Beteiligung des
ER und Golgi-Apparates sezerniert (Cooper und Barondes, 1990; Rubartelli et al.,
1990). Diese post-translationale Translokalisierung kann über Plasmamembrantrans-
porter, über einen aktiven Transport in Endosomen sowie über die Bildung von
Exosomen erfolgen (Abb. 1.7). Proteinbeispiele für die nicht-klassische Sekretion
sind Serpine, Ovalbumin, SERPINB2, Leukine oder FGF (Nickel, 2003).
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Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist die umfassende Charakterisierung von zwei therapierelevanten
Stammzelltypen aus Nabelschnurblut, und zwar von unrestringierten somatischen
Stammzellen (USSC) sowie von CD34+ hämatopoetische Stamm-/Vorläuferzel-
len. USSC eignen sich für die Therapie von Rückenmarksläsionen und tragen im
Tiermodell signifikant zur Regeneration von lädiertem Nervengewebe bei (Schira
et al., 2012). Es soll analysiert werden, welche Proteine von USSC sekretiert wer-
den. Einerseits soll gezielt nach bekannten Neuritenwachstumsfaktoren gesucht
werden, andererseits soll die Anwendung von bioinformatischen Filtermethoden
dazu beitragen, neue potentielle Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-Sekretom
zu identifizieren. Der Vergleich mit dem Sekretom anderer Zelllinien soll dabei die
Charakterisierung dieser Stammzellen aus dem Nabelschnurblut ergänzen.

Die Transplantation von USSC in das Rückenmarksgewebe von Ratten führt zu
einer lokomotorischen Verbesserung (Schira et al., 2012). Ob sich USSC durch die
Transplantation verändern, konnte jedoch bisher nicht geklärt werden. In einer
differentiellen Proteinstudie soll die in vivo-Situation durch die Behandlung von
USSC mit Rückenmarksgewebe simuliert und dabei die Veränderungen im Proteom
analysiert werden. Dabei ist zu klären, ob und wie sich die Zellen sowohl durch
Gewebe aus der Läsionsstelle als auch durch Gewebe von gesundem Rückenmark
beeinflussen lassen. Durch die Quantifizierung von Unterschieden im Sekretom
der behandelten USSC können Rückschlüsse auf die biochemischen Abläufe nach
Transplantation in lädiertes Gewebe gezogen werden.

Eine weitere Stammzellart aus dem Nabelschnurblut stellen CD34+ hämatopoetische
Stamm-/Vorläuferzellen dar. Sie kommen bereits in der klinischen Therapie zum
Einsatz, überwiegend bei der Therapie von Leukämie. Dabei ist eine ausreichende
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Zellzahl ein limitierender Faktor für den Erfolg der Therapie. Um diese positiv zu
beeinflussen, werden die Zellen teilweise durch eine ex vivo-Expansion vermehrt.
Ein weiterer Bestandteil dieser Arbeit ist die Untersuchung, in welcher Weise sich
das Proteom von CD34+ hämatopoetischen Stamm-/Vorläuferzellen während dieser
Expansion verändert. Dazu sollen Expressionsprofile einzelner Proteine über die
gesamte Expansionsdauer von sieben Tagen erstellt werden. Weiter soll ein poten-
tieller cytokinbedingter Einfluss auf das Proteom quantifiziert werden, um, falls
notwendig, die Expansionsbedingungen anpassen zu können.

Die Sekretomanalyse, das Wissen um die Veränderungen des Proteoms nach Trans-
plantation und die Quantifizierung von expansionsbedingten Veränderungen kön-
nen wichtige Schritte für einen verbesserten klinischen Einsatz von Stammzellen
aus humanem Nabelschnurblut sein.
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Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Alle nicht näher bezeichneten Chemikalien und Verbrauchsartikel wurden von
folgenden Firmen bezogen: J.T. Baker (Deventer, NL), Biochrom AG (Berlin), Bio-
Rad (München), Eppendorf AG (Hamburg), Merck (Darmstadt), Riedel-de Haen
(Seelze), Carl Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Steinheim).

3.2 Antikörper

 CD34, PE-konjugiert - für FACS (BD Bioscience, San Jose, USA)

 CD45, FITC-konjugiert - für FACS (BD Bioscience, San Jose, USA)

 β-III-Tubulin - Erstantikörper für Neuritenwachstumsassay (Sigma-Aldrich)

 Anti-Hase, Alexa 594-konjugiert - Zweitantikörper für Neuritenwachstum-
sassay (Invitrogen)

 SPARC, human, monoklonal hergestellt in Maus (sc-33645, Santa Cruz Biotech-
nology, Dallas, USA)

 PEDF, human, polyklonal hergestellt in Hase (sc-25594, Santa Cruz Biotechno-
logy)
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 SERPIN E1, human, monoklonal hergestellt in Maus (MAB1786, R&D Systems,
Minneapolis, USA)

 IGFBP3, human, polyklonal hergestellt in Ziege (AF675, R&D Systems)

 NRP1, human, polyklonal hergestellt in Schaf (AF3870, R&D Systems)

 SLIT3, human, polyklonal hergestellt in Ziege (AF3629, R&D Systems)

 CST3, human, polyklonal hergestellt in Ziege (P01034, R&D Systems)

3.3 Rekombinante Proteine

 SPARC, exprimiert in HEK293-Zellen (C388, novoprotein, Summit, USA)

 PEDF (SERPINF1), exprimiert in E. coli (P3662, Abnova, Taipeh, Taiwan)

 NRP1, human, exprimiert in Maus-Myelom-Zellen (3870-N1-025, R&D Sys-
tems)

 CST3, human, exprimiert in Maus-Myelom-Zellen (1196-PI-010, R&D Systems)

 SERPINE E1, human, exprimiert in Spodoptera frugiperda (1786-PI-010, R&D
Systems)

 AGRN, human, exprimiert in CHO-Zellen (6624-AG-050, R&D Systems)

3.4 Geräte

 LTQ Orbtitrap Velos, Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen)

 LTQ Orbtitrap Elite, Massenspektrometer (Thermo Fisher Scientific)

 U3000 RSLCnano, HPLC (Dionex/Thermo Fisher Scientific)

 GenePix4000B, Array Scanner (Molecular Devices, Sunnyvale, USA)

 Typhoon 9400, Laser Scanner (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)

 Cellomics Array Scan VTI, HCS Reader (Thermo Fisher Scientific)
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3.5 Zellkultur

3.5.1 Nabelschnurblutentnahme

Das verwendete Nabelschnurblut wurde nach Einwilligung der Eltern im Kreiß-
saal durch geschulte Hebammen nach etablierten Methoden entnommen (Kögler
et al., 1996). Direkt nach der Geburt wurde die Nabelschnur doppelt abgeklemmt,
getrennt und das Blut mit Hilfe einer Spritze in speziellen Behältern mit Acid-
Citrate-Dextrose aufgefangen. In den hier durchgeführten Experimenten wurden
ausschließlich Nabelschnurblute verwendet, die nicht als allogenes Transplantat
nach den Richtlinien der Bundesärztekammer infrage kommen. Ein solches Hinder-
nis liegt z. B. bei geringer Zellzahl, einer Krankheitsgeschichte der Mutter oder der
Einnahme von Medikamenten vor der Geburt vor (Kögler et al., 1996).

3.5.2 Isolation von CD34+ hämatopoetischen Stammzellen

CD34+ Zellen wurden durch magnetische Zellseparation (MACS) und Floureszenz-
aktivierte Zellsortierung aus dem Nabelschnurblut isoliert. Dazu wurden zunächst
mononukleäre Zellen mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation (Biochrom, Ber-
lin) angereichert (Kögler et al., 2005). Verbliebene Erythrozyten wurden durch Am-
moniumchloridlyse (10 Minuten, 4 °C) entfernt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen. Anschließend wurden CD34+ Zellen durch Markierung mit Antikör-
pern und paramagnetischen Partikeln gegen das CD34-Epitop (Indirect CD34 Micro
Bead Kit) und durch Anwendung von LS-Säulen und MIDI-MACS-Magneten (alles
Milteny, Bergisch Gladbach) entsprechend der Anleitung des Herstellers isoliert.

Darüber hinaus wurden die MACS-angereicherten Zellen mit Antikörpern gegen
das CD34-Epitop (PE-konjugiert) und gegen CD45 (FITC-konjugiert) inkubiert und
im Core Flow Cytometry Center des Universitätsklinikums Düsseldorf FACS-sortiert.
Dazu wurde ein MoFlo XDP cell sorter (Beckman Coulter, Fullerton, USA) eingesetzt.
Zellen, die eine hohe CD34- und eine niedrige CD45-Expression aufwiesen wurden
entsprechend sortiert.

3.5.3 Expansion von CD34+ hämatopoetischen Stammzellen

Die isolierten CD34+ Zellen wurden in einer Dichte von 2×105/3 ml/Schale in 6-
Schalen-Platten ausgesät und unter Standardzellkulturbedingungen (37 °C, 5 % CO2)
in einem Wachstumsmedium bestehend aus DMEM (Lonza, Basel, Schweiz), 30 %
fötalem Kälberserum (Gibco, Karlsruhe), Penicillin/Streptomycin/Glutamine (Lon-
za) und Cytokinen (50 ng/ml SCF, 20 ng/ml FLT3lg, 50 ng/ml IL-6, 10 ng/ml TPO;
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alle von R&D Systems) inkubiert. An Tag 3 und Tag 7 wurden die Zellen geerntet,
ihre Anzahl in einer Neubauer-Kammer bestimmt und nach zweimaligem Waschen
mit PBS lysiert. Parallel dazu wurde ein Aliquot von etwa 5×104 Zellen in einer
Durchflusszytometrie gegen CD34/CD45 (FACSCanto, BD Biosciences) analysiert.

3.5.4 Zellaufschluss

Die Zellkulturschale wurde auf Eis gestellt, das Medium abgezogen und die Zel-
len zweimal mit 3 ml eiskaltem PBS gewaschen. Anschließend wurde Lysispuffer
(30 mM Tris, 7 M Harnstoff, 2 M Thioharnstoff, pH=8,5 mit HCl) auf die Zellen
gegeben und die Zellen mit einem Gummizellschaber gründlich abgelöst. Die Lö-
sung wurde in ein Reaktionsgefäß überführt und zweimal für je eine Minute im
eisgekühlten Ultraschallbad aufgeschlossen. Unlösliche Zellbestandteile wurden
durch Zentrifugation bei 16 000 g (15 Minuten, 4 °C) pelletiert. Der Überstand wurde
abgenommen, die Proteinkonzentration bestimmt und bis zur weiteren Verwendung
bei -80 °C gelagert.

3.5.5 Zellkultur von USSC

Zwei USSC-Populationen (SA 5/03 und SA5/73) wurden aus dem Nabelschnurblut
entsprechend Kögler et al. (2004) unter GMP-Bedingungen isoliert. Die mononukläre
Zellfraktion nach Ficoll-Gradienten (s. o.) wurde in Kulturflaschen in Gegenwart von
Dexamethasone (Endkonzentration von 10−7 mol/ml, Sigma-Aldrich, Taufkirchen)
ausgesät. USSC wachsen dabei als adhärente Zellkolonien. Einzelne Zellkolonien
wurden entnommen und in einem Wachstumsmedium ohne Zugabe von Cytokinen
(s. o.) bei 37 °C inkubiert. Bei Erreichen einer zu hohen Konfluenz (>80 %) wurden die
Zellen in neue Kulturflaschen überführt. Ab Passage 5 wurden USSC in serumfreiem
N2-Medium inkubiert. Das N2-Medium ist eine 4:1-Mischung von DMEM mit
Hams-F12 (Gibco, Invitrogen) versetzt mit 5 mg/ml bovinem Insulin, 5 mg/ml
humanem Transferrin, 20 nM Progesterone, 30 nM Natriumselenit, 100 mM Putrescin
und 3,9 mM Glutamine (alles Sigma Aldrich).

3.5.6 Generierung von konditioniertem Medium

Konditioniertes Medium wurde von konfluenten Zellkulturschalen entnommen,
die für 48 h mit serumfreiem N2-Medium inkubiert wurden. Das konditionierte
Medium wurde abgenommen und für 5 Minuten bei 1 500 g zentrifugiert, um lose
Zelltrümmer zu entfernen.
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3.5.7 Kultivierung von primären kortikalen Neuronen aus Rat-
tengehirn

Zur Herstellung von primären kortikalen Neuronenkulturen wurden E15-Wistar-
Rattenembryos verwendet (Kappler et al., 1997). Nach Sektion des cerebralen Kortex
wurde das Gewebe in 0,05 % Trypsin für 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Wa-
schen mit 10 % fetalem Kälberserum (PAA Laboratories) in DMEM wurden die
Zellen in serumfreiem N2-Medium aufgenommen, trituiert, durch eine 30 μm Ny-
longaze gepresst und auf beschichteten Zellkulturschalen (0,5 mg/ml Poly-D-Lysin,
Sigma-Aldrich; 13 μg/ml Laminin, Sigma-Aldrich) ausgesät. Die kortikalen Neu-
rone wurden entweder mit serumfreiem N2-Medium oder USSC-konditioniertem
Medium für 48 h inkubiert und anschließend immunohistochemisch analysiert.

3.5.8 Immunohistochemie

Nach 48 h Inkubation mit serumfreiem N2-Medium oder USSC-konditioniertem
Medium wurden die primären kortikalen Neurone mit 4 % Formaldehyd (Merck,
Darmstadt) fixiert, mit 10 % Ziegenserum blockiert und mit 0,03 % Triton X-100 für
1 h permeabilisiert. Die Inkubation mit dem Erstantikörper (β-III-Tubulin, 1:500,
Sigma) erfolgte über Nacht bei 4 °C. Nachdem die Zellkulturschalen mit PBS gewa-
schen wurden, wurden sie mit dem Zweitantikörper (Anti-Hase, aus Ziege isoliert,
konjugiert mit Alexa 594, Invitrogen) für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Anfärbung der Zellkörper erfolgte durch Färbung mit 4,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI).

3.5.9 Neuritenwachstumsassay

In einem Neuritenwachstumsassay (NOA, Neurite-Outgrowth-Assay) wurde der Ef-
fekt von konditioniertem Medium auf primäre kortikale Neurone gemessen. Dazu
wurden die gefärbten Zellkulturplatten von primären kortikalen Neuronen im Hoch-
durchsatzverfahren am Cellomics ArrayScan HCS Reader (Thermo Fisher) gescannt. Je
Schale wurden 2×25 Bilder mit einer 10×-Vergrößerung aufgenommen. In einem
Kanal wurde die Färbung der Zellkerne (DAPI) mit 461 nm und in einem weiteren
Kanal die Färbung der Neurone mit 617 nm detektiert. Die initiale Belichtungsdauer
betrug 0,1 s.

Die Quantifizierung von Neuronenanzahl und Neuritenlänge erfolgte mittels der
Software Neuronal Profiling bioapplication, durch die ein Großteil der Neurone einer
Schale erkannt und die Neuritenlänge automatisch ermittelt werden konnte. Für die
automatische Detektion wurden folgende Parameter verwendet: Nukleusidentifizie-
rung (Isodata >-0,119; Segmentintensität >80), Nukleusvalidierung (Größe 7–110),

Zellkultur � Seite 27



Kapitel 3: Material und Methoden

Zellkörperidentifizierung (Isodata >0; mind. 1 Zellkörper; Seedsegmentierung; Zell-
körperabgrenzung =2), Zellkörpervalidierung (1 Zellkern; Zellkörpergröße 30–1 050;
totale Zellintensität 20 450–521 307), Neuritenidentifizierung (Identifikationsmodifi-
zierer = -0,938; Länge 255; Punktauflösung 2; Lückentoleranz = 5), Neuritenvalidie-
rung (Neuritenlänge 10–600; Neuritenintensität 0–4 095).

Die ermittelten Parameter sind die Anzahl an Neuronen pro analysierter Zellkultur-
schale, die absolute Anzahl an Neuriten pro Neuron, die durchschnittliche Länge
aller Neuriten pro Neuron, die durchschnittliche Länge eines Neuriten, die Anzahl
an Neuritenverknüpfungen und die Fläche aller Neuriten.

In den hier durchgeführten Experimenten wurden je Zustand sechs Zellkulturscha-
len unabhängig voneinander ausgewertet. Der Mittelwert und die Standardabwei-
chung der absoluten Anzahl an Neuronen und die durchschnittliche Länge aller
Neuriten pro Neuron wurden als aussagekräftigste Parameter für den Vergleich
herangezogen.

3.5.10 Validierung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von einzelnen Proteinen im USSC-kondi-
tionierten Medium wurde die T3PQ-Methode (Grossmann et al., 2010) angewendet.
Hierbei wurde die mittlere Intensität der drei abundantesten Peptide von Kandi-
datenproteinen und Transferrin miteinander verglichen. Dafür wurden fünf unab-
hängig gemessene Datensätze gemittelt. Transferrin liegt im N2-Medium in einer
Konzentration von 5 mg/ml vor, dies entspricht 92,46 fmol/Injektion. Basierend
auf einer linearen Regression wurde so eine Abschätzung der Proteinkonzentration
vorgenommen. Diese diente als Grundlage für die Zugabe von Antikörper mit blo-
ckierender Funktion. Das mit Antikörper versetzte Medium wurde für 1 h bei 37 °C
inkubiert und anschließend eine Zellsuspension primärer Neurone hinzugegeben.
Die weitere Behandlung erfolge entsprechend Abschnitt 3.5.7.

Unkonditioniertes N2-Medium wurde mit rekombinantem Protein versetzt und
ebenfalls entsprechend Abschnitt 3.5.7 mit primären kortikalen Neuronen inku-
biert.

3.5.11 Tiere

Die für diese Arbeit verwendeten Ratten wurden entsprechend des deutschen Tier-
schutzgesetzes behandelt. Für eine dorsale Hemisektion zur Generierung von Lysat
der Läsionsstelle wurden ausgewachsene weibliche Wistar-Ratten (180-210 g) ver-
wendet. Die Tiere wurden unter Standardbedingungen mit Wasser und Nahrung
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ad libitum gehalten. Die Operation wurde entsprechend Schira et al. (2012) durchge-
führt.

3.5.12 Behandlung von USSC mit Läsionslysat

8 mm um die Läsionsstelle wurde Rückenmarksgewebe entsprechend Schira et al.
(2012) entnommen. Das Gewebe wurde lysiert, Zelltrümmer sedimentiert und der
Überstand mit N2-Medium verdünnt. Anschließend wurden USSC für 24 h mit dem
Medium bei 37 °C inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde nach 24 h lysiert, bei einem
weiteren Teil wurde das Medium gegen frisches N2-Medium ausgetauscht und die
Zellen weitere 48 h inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurden der Überstand abge-
nommen und entsprechend Abschnitt 3.5.6 das Sekretom der Zellen aufgearbeitet.
Die verbliebenen Zellen wurden entsprechend Abschnitt 3.5.4 lysiert.

Gewebeextrakt aus intaktem Rückenmark wurde analog aus dem Rückenmark
gesunder Ratten aufgearbeitet.

3.6 Proteinbiochemische Methoden

3.6.1 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Lösungen wurde der 660 nm-Pierce
Assay, eine kolorimetrische Methode, im Mikroplattenformat angewandt (in Anleh-
nung an Bradford (1976)). Dazu wurden 2 μl Probe mit 150 μl Pierce-Reagenz ver-
mischt. Anschließend wurde die UV-Absorption bei 660 nm gemessen. Jede Messung
erfolgte als Doppelbestimmung. Anhand einer Standardgerade, die durch Messung
von Proteinlösungen (Rinderserumalbumin, BSA) mit definierten Konzentrationen
(0,03125 – 2,00000 μg/ml) erstellt wurde, konnte die genaue Proteinkonzentration
ermittelt werden.

3.6.2 Konzentrationsbestimmung von Peptiden mittels Amino-
säureanalyse

Die Konzentration von Peptiden wurde durch Aminosäureanalyse ermittelt. Dabei
wurden die Aminosäuren durch saure Hydrolyse freigesetzt, fluoreszenzmarkiert
(AccQFluor, Waters) und chromatographisch (RP-HPLC, AccQTag-C18-Säule, Wa-
ters) aufgetrennt. Aus der Intensität der detektierten Fluoreszenz sowie aus dem
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Vergleich mit der synthetischen Aminosäure Norleucin (10 pmol/μl) als internen Stan-
dard und einer Standardreihe von Aminosäuren (50–200 pmol) wurde die genaue
Aminosäuremenge im Ansatz berechnet.

3.6.3 Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molgewicht erfolgte mit der eindimen-
sionalen Gelelektrophorese (1D-PAGE). Hierfür wurden Bis-Tris-Gradientengele
(4-12 %) der Firma Life Technologies (Carlsbad, USA) mit 10 oder 12 Taschen (Min-
igel), bzw. 20 oder 22 Taschen (Midigel) und einer Dicke von 1 mm verwendet. Je
Tasche wurde in der Regel 10 μg Protein in SDS-Probenpuffer (150 mM DTT, 7,5 %
Glycerin, 3 % SDS, 37,5 % Tris/HCl, pH=7,0, Bromphenolblau) aufgetragen. Vor dem
Auftragen wurden die Proben für eine Minute bei 95 °C erhitzt. Als Laufpuffer wur-
de 50 mM MOPS, 50 mM Tris Base, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA (pH=7,7) verwendet. Als
Marker wurde PageRuler Prestained Protein Ladder (Pierce/Thermo Fisher Scientific)
eingesetzt.

Für eine optimale Auftrennung wurde zunächst eine Spannung von 50 V für die
Dauer von 15 Minuten angelegt, anschließend die Spannung auf 200 V für bis zu
1,5 h erhöht. Bei einem Kurzgel, wo eine Auftrennung nicht von Bedeutung war,
wurde die Spannung bereits nach 15 Minuten abgestellt.

3.6.3.1 Silberfärbung

Die Detektion von Proteinen in einer 1D-PAGE wurde mit einer MS-kompatiblen
Silberfärbung nach Heukeshoven und Dernick (1988) und Klose und Kobalz (1995)
durchgeführt.

Im ersten Schritt wurden die Proteine im Gel durch 30 minütige Inkubation mit 10 %
Essigsäure und 50 % Ethanol fixiert. Anschließend wurde mit 500 mM Natriumacetat
(wasserfrei), 8 mM Natriumthiosulfat für 30 Minuten inkubiert und dreimal für
10 Minuten mit Reinstwasser inkubiert.

Die Färbung erfolgte durch 30-minütige Inkubation mit 6 mg Silber in 50 ml Reinst-
wasser. Überschüssiges Silber wurde durch kurze Inkubation mit Reinstwasser ab-
gespült und das Gel mit Natriumcarbonat für eine Minute gespült. Die Entwicklung
erfolgte mit 236 mM Natriumcarbonat und 0,01 % Formalaldehyd für 4–10 Minuten,
je nach gewünschter Intensität der Färbung. Die Reaktion wurde mit 50 mM EDTA
gestoppt.
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3.6.3.2 Entfärben und Waschen von silbergefärbten Proteinbanden

Silbergefärbte Proteinbanden aus einer 1D-PAGE wurden durch kurze Inkubati-
on mit 15 μl 15 mM Na2S2O3/50 mM K3[Fe(CN)6] entfärbt. Zum Waschen wur-
den die Banden abwechselnd für je 10 Minuten mit 10 mM NH4HCO3 und 5 mM
NH4HCO3/50 % Acetonitril bei Raumtemperatur inkubiert. Dieses Vorgehen wurde
insgesamt viermal wiederholt bis die Banden gänzlich entfärbt waren. Anschließend
wurden die Banden in einer Vakuumzentrifuge getrocknet.

3.6.4 Enzymatische Spaltung von Proteinen

Für die Präparation zur späteren Analyse mittels nano-HPLC-ESI-MS/MS wurden
die Proteine in den getrockneten Gelstücken durch Zugabe von je 2 μl Trypsinlösung
(10 mM NH4HCO3, 0,03 μg/μl modifiziertes Trypsin) und Inkubation über Nacht bei
37 °C proteolytisch gespalten. Für die Extraktion wurden die Gelstücke mit 15 μl
einer Lösung aus Acetonitril und 0,1 % TFA (50:50, v/v) versetzt und 15 Minuten
im Ultraschallbad inkubiert. Der Überstand wurde abgenommen und das Gelstück
erneut mit 15 μl Lösung versetzt und weitere 15 Minuten inkubiert. Die Überstän-
de wurden vereinigt und das Acetonitril in einer Vakuumzentrifuge entfernt. Die
Proben wurden mit 0,1 % FA auf ein Volumen von 16 μl eingestellt.

3.6.5 Immunodetektion durch Western Blotting

3.6.5.1 Semidry-Blotting

Der Transfer von Proteinen aus einer 1D-PAGE auf eine Nitrozellulosemembran er-
folgte durch Semidry-Blotting. Dabei wird eine in Ethanol (p.a.) benetzte und in An-
odenpuffer (300 mM Tris, 100 mM Tricin) getränkte Immobilonmembran (Immobilon-
FL PVDF, Merck Millipore) auf zwei Lagen in Anodenpuffer getränkten Blottingkar-
ton gelegt. Auf die Membran wurde das Gel und darauf zwei mit Kathodenpuffer
(300 mM Aminocapronsäure, 30 mM Tris, pH 8,6-8,8) getränkte Lagen Blottingkarton
gelegt und mit einer Glaspipette eingeschlossene Luftblasen entfernt. Durch die
angelegte Spannung (2 mA pro cm2 für 1 h) wandern die Proteine aus dem Gel und
binden an die Immobilonmembran.

3.6.5.2 Immunodetektion

Die Immobilonmembran wurde im Anschluss an das Semidry-Blotting kurz in
TBST (10 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 0,05 % Tween20) gewaschen und dann
für mindestens 0,5 h bei Raumtemperatur in Blocking-Lösung (TBST + 5 % BSA)
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geschüttelt. Das BSA bindet dabei an die Immobilonmembran und verhindert so ein
unspezifisches Binden des zur Detektion verwendeten Antikörpers. Anschließend
wurde die Membran über Nacht bei 4 °C mit dem Primärantikörper (Verdünnung
1:100–1:200 mit Blockinglösung) inkubiert. Überschüssiger Antikörper wurde einmal
kurz und dreimal für 10 Minuten mit TBST abgewaschen. Die Inkubation mit dem
Zweitantikörper erfolgte für 1,5 h bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nichtgebun-
dener Antikörper wurde anschließend einmal kurz und zweimal für 10 Minuten
mit TBST entfernt. Letztlich wurde die Membran 5 Minuten mit PBS gewaschen
und bei 37 °C getrocknet. Die Detektion erfolgte am Typhoon Laser Scanner bei einer
Photomultipliersensitivität von 500–800 im Akquisitionsmodus Fluoreszenz und
einer Auflösung von 100 Microns. Das Bild wurde mittels der Software ImageJ in ein
.tiff-Format konvertiert und der Kontrast optimiert.

3.6.6 Antikörper Mikroarray

Die Bestimmung von relativen Unterschieden in der Abundanz von Cytokinen wur-
de mit dem RayBio Biotin Label-based Human Antibody Array 1 der Firma RayBioTech
(Norcross, USA) durchgeführt. Er basiert auf der Kopplung der Proteine mit einem
Biotin-Label, der Bindung an auf eine Glasplatte gekoppelte Antikörper und der De-
tektion mit fluoreszenzmarkiertem (Cy3) Streptavidin. Es ermöglicht die simultane
Detektion von relativen Expressionsunterschieden von 507 humanen Proteinen.

Die Durchführung erfolgte laut dem Protokoll des Herstellers. 200 μl Zellkulturüber-
stand wurden gegen DPBS– (KCl 0,2 g/l, Kaliumdihydrogenphosphat 0,2 g/l, NaCl
8,0 g/l, Dinatriumhydrogenphosphat 1,15 g/l) für 24 h bei 4 °C dialysiert. Die dialy-
sierte Probe wurde für 5 Minuten bei 10 000 rpm zentrifugiert und der Überstand in
ein frisches Reaktionsgefäß überführt.

Zur Biotinylierung wurde in Abhängigkeit der Proteinkonzentration (36 μg je mg
Protein) ein Labeling Reagenz zur Probe (V = 180 μl) gegeben und 30 Minuten bei
Raumtemperatur und leichtem Schütteln inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zu-
gabe von 3 μl Stopp-Lösung gequencht und erneut über Nacht bei 4 °C gegen DPBS–
dialysiert. Der Array wurde in Blocking-Lösung für 30 Minuten bei Raumtempe-
ratur auf dem Schüttler inkubiert. Die Proben wurden mit 300 μl Blocking-Lösung
verdünnt und jeweils 400 μl auf dem Glasarray über Nacht bei leichtem Schwen-
ken inkubiert. Die Lösung wurde abgenommen und dreimal mit je 800 μl Wasch-
puffer 1 für 5 Minuten und zweimal mit 2 000 μl Waschpuffer 1 für 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde zweimal für 5 Minuten mit 2 000 μl
Waschpuffer 2 gewaschen. Für 2 h bei Raumtemperatur wurden die Mikroarrays mit
jeweils 400 μl Streptavidin-Farbstoff bei leichtem Schütteln inkubiert. Der Glaschip
wurde aus der Halterung genommen und in einem 30 ml Zentrifugationsgefäß drei-
mal mit Waschpuffer 1 und dreimal mit Waschpuffer 2 für je 10 Minuten gewaschen.
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Abschließend wurde der Glaschip für 3 Minuten bei 1 000 rpm zentrifugiert, um
Tropfen von der Oberfläche zu entfernen.

Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte mit einem GenePix4000B-Arrayscanner. Fol-
gende Parameter wurden zum Scannen verwendet: Pixelgröße 10, Detektionswellen-
länge 532 nm, PMT-Gain 450–660, Laserpower 1,66. Zur Auswertung wurde das Bild
(.tif-Format) zusammen mit der .gal-Datei, die die Information über die Position
der gespotteten Antikörper enthält, in die GenePix Pro7 Acquisition and Analysis
Microarray Software (Molecular Devices) geladen. Die detaillierte Position der Spots
wurde zunächst manuell angepasst und für jeden Spot das lokale Hintergrundsignal
vom Median des Spotsignals abgezogen. Zunächst erfolgte eine Normalisierung
mit dem excelbasierten BLG Analysis Tool (RayBioTech). Durch den Vergleich der
Intensität der Positivkontrollen (bestehend aus drei Mengen biotinyliertes IgG) ist
ein Vergleich über mehrere Arrays ohne Probleme möglich. Der normalisierte Wert
ergibt sich dabei aus folgender Formel:

X(Ny) = X(y) × P1

P (y)

mit P1 als Medianspotsignal der Positivkontrolle des Referenzarrays, P (y) als Me-
dianspotsignal der Positivkontrolle auf Vergleichsarray, X(y) als Medianspotsignal
des Spot X des Referenzarray und X(Ny) als normalisierte Signalintensität für Spot
X auf dem Vergleichsarray. Als Negativkontrolle diente der Puffer, mit dem die
Antikörper auf den Array gedruckt wurden. Das Signal der Negativkontrolle war
in allen Fällen im Bereich des Hintergrundsignals. Jeder der 507 Proteinantikörper
ist jeweils als Duplex auf dem Array gedruckt. Als positives Signal wurde eine
Signalintensität über 200 in beiden Positionen bewertet.

3.6.7 Größenausschlusschromatographie

Die analytische Gelfiltration basiert auf dem Prinzip der Größenausschlusschroma-
tographie. Hierfür wurde eine Superdex 200 10/300-Säule (GE Healthcare) mit einem
Volumen von 24 ml und einem Ausschlussvolumen von 1,3×106 Da verwendet. Die
Chromatographie erfolgte mit einer ÄktaFPLC (GE Healthcare) bei einer Temperatur
von 4 °C und einem Fluss von 500 μl pro Minute. Die Säule wurde zunächst mit 40 ml
PBS (entspricht 1,5 Säulenvolumina) equilibriert. Die Probe wurde über eine 1 ml
Probenschleife injeziert und mit 80 ml PBS gewaschen. Die Fraktionierung erfolgte
in Reagenzgläsern (500 μl je Fraktion). Die Fraktionen wurden eingetrocknet, in
500 μl N2-Medium aufgenommen und in einem Neuritenwachstumsassay auf ihre
biologische Wirkung getestet.

Proteinbiochemische Methoden � Seite 33



Kapitel 3: Material und Methoden

3.6.8 Proteinfällung

Die Fällung von Proteinen erfolgte in einer modizifierten Version von Chevallet et al.
(2007). Dazu wurden 20 ml konditioniertes Zellkulturmedium in einem Ultrazentri-
fugationsröhrchen mit 400 μl 10 % Sarkosyl NL vermischt. Nach Zugabe von TCA
(Endkonzentration 7,5 %) wurde die Probe für 2 h auf Eis inkubiert und anschließend
bei 10 000 g für 10 Minuten (4 °C) zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen,
zum Pellet 2 ml vorgekühltes THF gegeben und solange gemischt, bis sich das Pellet
nahezu komplett aufgelöst hatte. Anschließend wurde erneut für 10 Minuten bei
10 000 g (4 °C) zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das verbleibende Pellet
wurde erneut vorsichtig mit 2 ml THF gewaschen und letztendlich in 100 μl SDS-
Probenpuffer aufgenommen und mit der Hilfe eines Ultraschallbades (30 Minuten)
vollständig aufgelöst.

3.7 Proteinidentifizierung und -quantifizerung

3.7.1 RP-HPLC

Für die Aufnahme der Massenspektren mittels LC-ESI-MS/MS wurden die extra-
hierten Peptide zunächst mittels Umkehrphasenchromatographie (RP-HPLC) an
einer U3000 RSCLnano (Dionex LC Packings, Idstein, Deutschland) HPLC-Anlage
aufgetrennt.

Hierfür wurde eine Vorkonzentrierung über eine Vorsäule (C18-Pepmap-Säule (Ther-
mo Fisher Scientific), 2 cm Länge, 75 μm Innendurchmesser, 3 μm Partikelgröße,
100 Å Porengröße) vorgenommen. Die eigentliche Trennung erfolgte über eine C18-
Pepmap-Säule (25 cm-50 cm Länge, 75 μm Innendurchmesser, 2 μm Partikelgröße,
100 Å Porengröße) mittels eines Gradienten von B (84 % Acetonitril, 0,1 % FA) über
120–150 Minuten bei einer Flussrate von 300 nL/min. Für die Herstellung von Lö-
sungsmittel wurden ausschließlich Acetonitril der Reinheit HPLC-S Gradient Grade
oder LC/MS Grade (BioSolve, Valkenswaard, NL) verwendet. Die eluierenden Pep-
tide wurden durch Elektrospray (1,2-3,0 keV) direkt in das Massenspektrometer
ionisiert.

3.7.2 Massenspektrometrie

Im Anschluss an die chromatographische Trennung wurden die Peptide im Mas-
senspektrometer analysiert. Es wurden zwei Massenspektrometer eingesetzt: LTQ
Orbitrap Velos und das Nachfolgemodell LTQ Orbitrap Elite (beide Thermo Fisher
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Scientific). Sie unterscheiden sich überwiegend in dem Aufbau des Orbitrapmas-
senanalysators, basieren beide aber auf demselben Aufbau mit der Kopplung einer
linearen Ionenfalle und einer Orbitrap.

Beide Massenspektrometer wurden in einem TOP20-datenabhängigen Modus be-
trieben. MS-Spektren wurden in der Orbitrap im Massenbereich 300–2 000 m/z
(Orbitrap Velos), bzw. 350–1 700 m/z (Orbitrap Elite) aufgenommen mit Polysiloxan
(445,120030 Da) als interne Kalibriermasse. Von bis zu 20 der intensivsten Ionen wur-
den MS/MS-Spektren nach kollisionsinduzierter Dissoziation (CID) in der linearen
Ionenfalle aufgenommen. Die Isolationsweite betrug 2 Da, die normalisierte Kollisi-
onsenergie 35 % bei einer Aktivierungszeit von 10 ms. Die dynamische Exklusion
von einmal gestoßenen Ionen war aktiviert.

3.7.3 Identifizierung von Proteinen

Die Rohdaten der Massenspektrometer wurden mittels der Software Max Quant
(Version 1.2.7.4) ausgewertet und Peptide sowie Proteine mit der Suchmaschine
Andromeda identifiziert (Cox und Mann, 2008; Luber et al., 2010). Dazu wurden
die MS/MS-Spektren gegen eine Uniprot/Swissprot-Datenbank (nur humane Ein-
träge, Version vom 13.06.2012) mit einer Massentoleranz von 10 ppm (MS-Modus)
bzw. 0,5 Da (MS/MS-Modus) gesucht. Die Oxidation von Methionin sowie eine
N-terminale Acetylierung wurden als variable Modifikation berücksichtigt. Die
Falschpositivrate sowohl auf Peptid als auch auf Proteinlevel lag unter 1 %. Bekann-
te Kontaminanten wurden von der Liste der identifizierten Proteine entfernt.

3.7.3.1 USSC-Sekretom

Für die Identifizierung von Proteinen im USSC-Sekretom wurden Proteine mit
mindestens einem uniquen Peptid mit mindestens 7 Aminosäuren herangezogen.

3.7.3.2 USSC-Zelllysat

Für die Identifizierung von Proteinen im USSC-Zelllysat wurden Proteine mit min-
destens zwei unique Peptiden verwendet. Alle Proteine wurden ausschließlich
basierend auf uniquen Peptiden quantifiziert.

Die statistische Analyse wurde mit Perseus, einem Teil von MaxQuant, durchge-
führt. Darüber hinaus wurden durch eine R-basierte zweifaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) signifikant regulierte Proteine ermittelt. Dabei wurden sechs Gruppen
(unbehandelt, behandelt mit Läsionslysat, behandelt mit Kontrolllysat; je nach 24 h
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und nach 72 h) miteinander verglichen. In einer Analyse wurden zunächst nur Un-
terschiede betrachtet, die nach unterschiedlicher Behandlung (2 vs. 2 vs. 2) oder
zu unterschiedlichen Zeitpunkten (3 vs. 3) aufgetreten sind. Eine weitere Analyse
berücksichtigte Wechselwirkungen zwischen den Gruppen.

3.7.3.3 Zelllysat von CD34+ hämatopoetischen Stammzellen

Für die Identifizierung von Proteinen im Zelllysat von CD34+ Zellen wurden Pro-
teine mit mindestens zwei uniquen Peptide verwendet. Alle Proteine wurden aus-
schließlich basierend auf uniquen Peptiden quantifiziert.

Die statistische Analyse wurden mit Perseus, einem Teil von MaxQuant, durchgeführt.
Darüber hinaus wurde ein R-basierter beidseitiger t-Test (FDR <0,05, S0=0,8) über
alle Konditionen durchgeführt, um eine Proteinregulation als signifikant deklarieren
zu können.

3.7.4 Bioinformatik

Um angereicherte GO-Kriterien, KEGG-Signalwege oder Uniprot-Schlagwörter zu
finden wurde ein exakter Fisher-Test durchgeführt (p-Wert < 0,001, Anreicherungs-
faktor > 2,3).

Zusätzlich wurde DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Dis-
covery, Huang et al. (2009)) verwendet, um angereicherte GO-Kriterien, KEGG-
Signalwege oder Uniprot-Schlagwörter herauszufiltern.

Die Identifizierung von Proteinen mit Signalpeptid erfolgte durch SignalP (Petersen
et al., 2011). Für die Vorhersage von nicht-klassisch sekretierten Proteinen wurde
der SecretomeP-Algorithmus (Bendtsen et al., 2005) angewendet. Dieser kann für
Proteine basierend auf Parametern wie ihrer Aminosäurezusammensetzung oder
ihrer Sekundärstruktur die Wahrscheinlichkeit für eine nicht-klassische Sekretion
vorhergesagen. Ein NN-Wert über 0,5 wurde als nicht-klassische Sekretion gewer-
tet.
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USSC-Sekretom

4.1 Ergebnisse

USSC sind in der Lage das Neuritenwachstum primärer kortikaler Neurone zu för-
dern (Schira et al., 2012). Es konnte gezeigt werden, dass USSC nach Transplantation
in lädiertes Rückenmarksgewebe von Ratten zu verstärktem Axonwachstum und
signifikanter funktioneller Verbesserung der Motorik beitragen. Diese Verbesserung
ist unabhängig von einer potentiellen neuralen Differenzierung der Zellen und wird
durch die Interaktion von USSC mit den Zellen der Läsionsstelle hervorgerufen
(Schira et al., 2012). Dies kann durch die Sekretion eines oder mehrerer Proteinfakto-
ren geschehen oder auch durch Zell-Zellinteraktionen. In diesem Teil der Arbeit soll
die Rolle von USSC-sekretierten Proteinen bei der Unterstützung der Regeneration
untersucht werden.

Durch eine umfangreiche Sekretomanalyse wurden in dieser Arbeit zunächst die
von USSC sekretierten Proteine identifiziert (Abb. 4.1). Dabei wurden verschiedene
MS-basierte Methoden eingesetzt (Kapitel 4.1.1.1) sowie eine gezielte Suche mit
Cytokin-Arrays durchgeführt (Kapitel 4.1.1.2). Die Charakterisierung aller identi-
fizierten sekretierten Proteine erfolgte durch bioinformatische Auswertung (Ka-
pitel 4.1.2) und durch klassische biochemische Methoden (Kapitel 4.1.3) in einem
Neuritenwachstumsassay (neurite outgrowth assay, NOA). Das Sekretom von USSC
wurde darüber hinaus mit dem Sekretom anderer Zelllinien verglichen (Kapitel 4.1.4).
Aufbauend auf den so identifizierten USSC-sekretierten Proteinen konnte gezielt
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nach bekannten sowie nach potentiell neuen Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-
Sekretom gesucht werden (Kapitel 4.1.5 und 4.1.6), um entsprechende Kandidaten
in einem NOA zu validieren (Kapitel 4.1.7).

Abbildung 4.1 – Ablauf der USSC-Sekretomanalyse: USSC wurden aus Nabelschnurblut isoliert
und nach in vitro Expansion das Sekretom der Zellen analysiert. Nach einer umfangreichen Protein-
identifizierung wurden die Proteine im Sekretom durch bioinformatische und proteinbiochemische
Methoden charakterisiert. Letztlich wurde basierend auf diesen Daten ein Verzeichnis mit bekannten
und auch mit neuen Neuritenwachstumsfaktoren (NWF) erstellt, die in primären Neuronkulturen
bestätigt werden konnten.

4.1.1 Sekretomanalyse

Um das Sekretom der USSC untersuchen zu können, wurden USSC zunächst in Zell-
kultur in serumfreiem Medium kultiviert. Rekombinantes Transferrin wurde dem
Medium in einer Konzentration von 5 μg/ml zugesetzt. In Vorexperimenten konnte
gezeigt werden, dass dies der optimale Wert für Sekretomanalysen ist. Einerseits
werden in der Analyse des Sekretoms keine niedrig abundanten Proteine durch eine
zu hohe Transferrinkonzentration überdeckt (Abb. A.1 im Anhang). Andererseits
werden ausreichend gute Wachstumsbedingungen für die Zellen geschaffen. Für die
Charakterisierung des USSC-Sekretoms wurde der Zellkulturüberstand nach einer
Kultivierungsdauer von 48 h analysiert. Der Proteingehalt im USSC-konditionierten
Medium betrug über alle Analysen 102,5-144,0 μg/ml (bestimmt durch Aminosäure-
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analyse von dialysiertem Medium).

4.1.1.1 Massenspektrometrie-basierte Proteinidentifizierung

Für eine detaillierte Analyse des USSC-Sekretoms mittels LC-MS wurden in dieser
Arbeit mehrere Ansätze mit verschiedenen Aufreinigungsmethoden und verschiede-
nen Typen von Massenspektrometern verwendet. Die teilweise zueinander komple-
mentären Methoden ermöglichen eine umfassende Identifizierung eines Großteils
der Proteine im USSC-Sekretom.

Ein Überblick über die Methoden und die jeweils identifizierten Proteine ist in
Tab. 4.1 dargestellt. Eine Aufkonzentrierung des konditionierten Mediums erfolg-
te entweder durch TCA-Präzipitation oder durch Lyophilisierung. Anschließend
wurde die Probe in SDS-Puffer aufgenommen und eine 1D-PAGE sowohl zur Auf-
trennung als auch zur Entfernung von Detergenzien durchgeführt. Für die Flüssig-
chromatographie sind die Säulenlängen 25 cm und 50 cm zum Einsatz gekommen.
Komplementiert wurde der Ablauf durch die Verwendung zweier Massenspektrome-
ter (LTQ Orbitrap Velos und LTQ Orbitrap Elite). Die Parameter zur Identifizierung
der Proteine waren in allen Datensätzen identisch.

In einer einzelnen Analyse des USSC-Sekretom konnten bis zu 1 002 Proteine nach-
gewiesen werden. Auf einen Vergleich der Parameter wird hier bewusst verzichtet,
da diese Arbeit auf die Erstellung eines möglichst umfangreichen Katalogs des
USSC-Sekretoms fokusiert ist. Insgesamt konnten 1 593 Proteine im USSC-Sekretom
identifiziert werden. Die durch LC-MS identifizierten Proteine sind in Tab. 1 im
Anhang dargestellt.

Tabelle 4.1 – Strategien zur Analyse von USSC-Sekretom mittels LC-MS-gekoppelter Proteo-
mik:

Auf- TCA- TCA- TCA- Lyophili- Lyophili- Lyophili- Lyophili-
konzentrierung Fällung Fällung Fällung sierung sierung sierung sierung

Separation Kurzgel Kurzgel Kurzgel Kurzgel Kurzgel Kurzgel 1D-PAGE,
12 Bahnen

LC (Länge Säule, 50 cm, 50 cm, 25 cm, 50 cm, 50 cm, 50 cm, 50 cm,
Gradientendauer) 2 h 2 h 2 h 2 h 2 h 2 h 12x 2 h

Massen- LTQ OT LTQ OT LTQ OT LTQ OT LTQ OT LTQ OT LTQ OT
spektrometer Velos Velos Velos Velos Elite Elite Elite

Anzahl identi-
fizierter Proteine 676 945 475 711 700 620 1 002
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4.1.1.2 Analyse von USSC-Sekretom mit einem Antikörper-Microarray

Um ein möglichst umfassendes Bild des USSC-Sekretoms erfassen zu können, wur-
de dieses mit Antikörper-Microarrays analysiert. Die Sensitivität eines solchen Ar-
rays liegt häufig höher als bei Massenspektrometrie-basierten Proteomanalysen,
beschränkt sich in der Analyse aber auf einige wenige Proteine. Der hier verwendete
Antikörper Microarray ist speziell für die Identifizierung und relative Quantifizie-
rung von Cytokinen ausgelegt. Im Massenspektrometrie-basierten Ansatz konnten
nur wenige Cytokine im USSC-Sekretom nachgewiesen werden, sei es durch ihre
geringe Abundanz oder durch das häufig geringe Molgewicht der Cytokine.

In diesem gezielten Ansatz zur Identifizierung und Quantifizierung wurde ein
Cytokin-Array mit 507 gespotteten Cytokinantikörpern verwendet. Dafür wur-
den die Proteine zunächst mit Biotin gekoppelt, mit dem Antikörper-gekoppelten
Array inkubiert und anschließend das Biotin über dessen Wechselwirkung mit
Streptavidin-gekoppeltem Fluoreszenzfarbstoff nachgewiesen. Unter den 507 als
Duplex gespotteten Proteinantikörpern befinden sich überwiegend bekannte Cytoki-
ne und Wachstumsfaktoren, wie z. B. BDNF, EGF, FGF, HGF, Interleukine oder TGF.
Darunter sind lediglich 49 Proteine, die bereits mittels LC-MS im USSC-Sekretom
nachgewiesen wurden.

Vier unabhängig voneinander konditionierte USSC-Sekretome wurden mit Hilfe des
o. g. Cytokin-Arrays analysiert. Als positives Signal wurde ein Fluoreszenzsignal
über einer hintergrundbereinigten relativen Intensität von 200 in mindestens drei
der vier Replikate interpretiert. Insgesamt konnten auf diese Weise 20 Cytokine
und Wachstumsfaktoren im USSC-Sekretom identifiziert werden (Tab. 4.2). Darunter
befinden sich auch fünf Proteine, die bereits durch LC-MS nachgewiesen werden
konnten (Activin A, IGFBP 7, SPARC, TGF-β-1 und TSP). Somit konnten im USSC-
Sekretom insgesamt 1 608 Proteine identifiziert werden.

4.1.2 Charakterisierung der USSC-Sekretomproteine

Die Identifizierung von 1 608 Proteinen im Sekretom der USSC durch LC-MS stellt
die Voraussetzung für die Identifizierung von Neuritenwachstumsfaktoren dar.
Hierzu wurden unter anderem bioinformatische Methoden eingesetzt, um relevante
Signalwege, die im Bezug zu Neuritenwachstum stehen, nachzuweisen und um
mögliche neue Neuritenwachstumsfaktoren zu finden. Dazu wurden die subzellulä-
re Lokalisation, die biologische und molekulare Funktion, involvierte Signalwege
und die Relevanz für Neuritenwachstum analysiert. Alle diese Eigenschaften der
identifizierten Proteine wurden für die Suche nach Neuritenwachstumsfaktoren
berücksichtigt und die Kandidatenliste entsprechend eingegrenzt. Weiterhin konnte
so ein Einblick gewonnen werden, welche weiteren wichtigen Signalwege durch die
Sekretion von Signalmolekülen durch USSC reguliert werden.
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Abbildung 4.2 –
Cytokin-Array Biotin-
gekoppeltes USSC-
Sekretom wurde mit
einem Cytokin-Array
mit 507 als Duplex
gespotteten Anti-
körpern analysiert.
Durch Detektion mit
einem Streptavidin-
gekoppelten Fluores-
zenzfarbstoff konnte für
insgesamt 20 Proteine
in mindestens drei von
vier analysierten USSC-
Sekretomen ein positives
Signal (relative Intensität
>200, hervorgehoben
durch weißen Rahmen)
gemessen werden.
Auf dem Array sind
insgesamt 9 Positivkon-
trollen in aufsteigenden
Konzentrationen und
9 Negativkontrollen
(Antikörperpuffer)
enthalten.

4.1.2.1 Subzelluläre Lokalisation der identifizierten Proteine

Zur Beschreibung der subzellulären Lokalisation der identifizierten Proteine wurden
Informationen aus einer Datenbank und zwei verschiedenen Algorithmen verwen-
det:

1. Uniprot - in der Proteindatenbank hinterlegte Proteinlokalisation

2. SignalP - Sequenzalgorithmus, der die Proteinsequenz nach Signalpeptiden
zur klassischen Sekretion durchsucht

3. SecretomeP - Algorithmus, der die Wahrscheinlichkeit für nicht-klassische Se-
kretion berechnet

Von 1 608 identifizierten Proteinen sind 250 Proteine (15,6 %) in der Proteindatenbank
Uniprot als sekretiert kategorisiert. Davon wiederum sind 81 Proteine als extrazellulär
lokalisiert beschrieben. Eine cytoplasmatische Lokalisation ist für 25,5 % der Proteine
beschrieben (GeneOntolgy-Slim, Cellular Compartment, Dimmer et al. (2012)). Die
Einträge der Uniprot-Datenbank bezüglich der Annotierung für Proteineigenschaften
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Tabelle 4.2 – Proteine, die in einem Cytokin-Array positiv nachgewiesen wurden: 20 Proteine
(fett hervorgehoben) wurden in mindestens drei von vier Replikaten im USSC-Sekretom nachgewie-
sen. Drei weitere wurden im Sekretom von MSC nachgewiesen. Eine hintergrundbereinigte Signal-
stärke des farbstoffgekoppelten Streptavidins (angegeben als relative Intensität) über 200 gilt als
positives Signal. Sechs der hier aufgelisteten Proteine (kursiv) bestätigen die Massenspektrometrie-
basierte Identifizierung.

Proteinname USSC 1 USSC 2 USSC 3 USSC 4 MSC

Activin A 305 - 281 403 1 215
CD 163 787 439 288 221 236
EDA-A2 3 620 3 344 2 893 4 220 3 200
Endothelin 1 314 668 395 268 221
FGF 11 435 308 484 232 -
Glypican 5 334 - 482 432 510
IGFBP 7 878 1 390 4 049 1 763 5 715
IL-15 395 277 204 - -
IL-2 R α 443 236 261 - -
IL-8 528 361 227 - -
CXCL11 - - - - 400
MCP-1 382 246 201 - -
MMP-20 909 771 236 - -
NRG2 266 549 220 - -
NRG3 520 540 285 - -
Smad 4 260 263 789 616 272
SPARC 752 734 1 646 2 294 1 188
TGF-sdβ-1 722 445 268 - -
TSP 4 130 9 781 10 844 6753 7440
Thrombospondin-1 226 325 1196 266 2 493
TIMP-2 - - - - 315
TNF-α 466 337 241 - -
VEGF - - 1 054 431 1 740

stützen sich auf die Uniprot Keywords und die GeneOntology-Annotierung (Dimmer
et al., 2012).

Mittels SignalP (Petersen et al., 2011) können in der Proteinsequenz vorhandene
Signalpeptide identifiziert werden. Die Präsenz der Signalpeptidsequenz lässt auf
die klassische Sekretion eines Proteins schließen. Bei 470 Proteinen konnte nachge-
wiesen werden, dass sie mit Signalpeptid translatiert werden. Dies entspricht 29,2 %
der identifizierten Proteine.

Anhand des SecretomeP-Algorithmus (Bendtsen et al., 2005) kann für Proteine ba-
sierend auf Parametern wie ihrer Aminosäurezusammensetzung oder ihrer Sekun-
därstruktur die Wahrscheinlichkeit für eine nicht-klassische Sekretion vorhergesagt
werden. Im USSC-Sekretom konnte für 435 Proteine eine hohe Wahrscheinlichkeit
berechnet werden. Dies bedeutet, dass 27,0 % aller identifizierten Proteine auf einem
nicht-klassischem Wege sekretiert werden können (Abb. 4.3).
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Abbildung 4.3 – Proteineigenschaften
im USSC-Sekretom: 1 608 im USSC-
Sekretom identifizierten Proteine wur-
den auf ihre subzelluläre Lokalisation un-
tersucht. 470 Proteine tragen ein Signal-
peptid und werden auf klassischem We-
ge sekretiert. Für 435 Proteine wurde ei-
ne nicht-klassische Sekretion vorherge-
sagt. Des Weiteren sind in der Uniprot-
Datenbank 250 Proteine als sekretiert ein-
getragen. 453 identifizierte Proteine wer-
den von keiner der drei Kategorien er-
fasst.

Insgesamt konnte für 921 aller identifizierter Proteine eine potentielle extrazelluläre
Lokalisation nachgewiesen werden, weil sie in der Uniprot-Datenbank als extra-
zellulär lokalisiert beschrieben sind, durch SignalP ein Signalpeptid nachgewiesen
werden konnte oder mittels SecretomeP eine nicht-klassische Sekretion vorherge-
sagt wurde (Abb. 4.3). Dies entspricht einem Anteil von 57,2 % aller identifizierten
Proteine.

4.1.2.2 Signalwege und biologische Prozesse der identifizierten Proteine

Durch Anreicherung bestimmter Signalwege und biologischer Prozesse können
Hinweise auf Proteine mit Bezug zu den beobachteten in vivo- und in vitro-Effekten
des USSC-Sekretom gewonnen werden. Dabei bezieht sich eine Anreicherung auf die
Anzahl an identifizierten Proteinen eines Signalweges, nicht aber auf die Abundanz
einzelner Proteine.

Tabelle 4.3 – Signalwege, an denen Proteine des USSC-Sekretoms beteiligt sind: Einzelne Signal-
wege sind im Anhang abgebildet (Anhang 9).

identifizierte Proteine
biologischer Prozess im USSC-Sekretom KEGG-Signalwegnummer

fokale Adhäsion 66 map04510
ECM-Rezeptor Interaktion 37 map04512
Endozytose 36 map04144
Tight junction 32 map04530
gerichtetes Axonwachstum 25 map04360
Neurotrophin-Signalweg 21 map04722
Chemokine-Signalweg 17 map04062
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Die von USSC sekretierten Proteine sind in 4 252 verschiedene biologische Prozesse
involviert (basierend auf GO-Schlagwörtern der Kategorie „Biologischer Prozess“,
Mehrfachnennungen je Protein möglich). Nur bezogen auf eine verkleinerte Aus-
wahl an bekannten biologischen Prozessen (sog. GOslim-Schlagwörter) werden 65
übergeordnete Prozesse mit den identifizierten Proteinen in Verbindung gebracht
(Tab. 1 im Anhang). Einige Beispiele für die Prozesse und Signalwege, die mit Neu-
ronüberleben und Neuritenwachstum in Verbindung gebracht werden können, sind
in Tab. 4.3 aufgeführt sowie in Anhang 9 vollständig abgebildet.

4.1.3 Charakterisierung des USSC-Sekretoms anhand von
Neuritenwachstumsassays

4.1.3.1 Etablierung der automatisierten Analyse des Neuritenwachstums im
Hochdurchsatzverfahren

Um einen Faktor des USSC-Sekretoms als Neuritenwachstumsfaktor zu validieren,
wurde ein automatisiertes Verfahren zur Quantifizierung der Anzahl und des Neuri-
tenwachstums primärer kortikaler Neurone der Ratte etabliert. Die Anforderungen
an ein solches Verfahren sind:

• Zuverlässige Quantifizierung von Neuritenlänge bezogen auf die Anzahl an
Neurone,

• parallele Analyse verschiedener Bedingungen im Hochdurchsatz,

• Bereitstellung aussagekräftiger Ausleseparameter,

• reproduzierbare Ergebnisse.

Bisher wurden zur Quantifizierung von Neuronenanzahl und Neuritenlänge pri-
märe kortikale Neurone auf Deckgläsern ausgesät, für 48 h inkubiert und die Zellen
nach immunocytochemischer Färbung gegen neuronenspezifische Antigene durch
Fluor“-eszenzmikroskopie und semiautomatischer Auswertung mittels des Pro-
gramms ImageJ analysiert. Der zeitliche Aufwand und die dadurch limitierte Anzahl
ausgewerteter Bilder und Bedingungen waren hier für die große Anzahl zu validie-
render Faktoren nicht adäquat.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher ein Neuritenwachstumassay, der zur auto-
matisierten Analyse geeignet ist, etabliert.1 Dazu wurden primäre kortikale Neuro-
ne in Zellkulturplatten mit 96 Schalen ausgesät, mit USSC-konditioniertem Medi-

1Sämtliche hier durchgeführten Neuritenwachstumsassays wurden in Kollaboration mit Dr. Jessica
Schira und Prof. Dr. Hans Werner Müller im Labor für Molekulare Neurobiologie der Neurologi-
schen Klinik durchgeführt. Sie koordinierte die Kultivierung der USSC, die Gewinnung primärer
kortikaler Neurone wie auch die immunocytochemische Färbung.
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um (USSC-KM) inkubiert und fixiert. Die immunocytochemische Färbung erfolgte
mit DAPI sowie einem β-III-Tubulin-Antikörper (neuronenspezifischer Marker).
Anschließend wurden die Zellkulturplatten im Hochdurchsatzverfahren gescannt
(Abb. 4.4). Die Quantifizierung von Neuronenanzahl und Neuritenlänge erfolgte
mittels der Software Neuronal Profiling bioapplication, durch die ein Großteil der
Neurone einer Schale erkannt und die Neuritenlänge automatisch ermittelt werden
konnte.2

Als Ergebnis liefert die Auswertung im Hochdurchsatzverfahren die Anzahl an Neu-
ronen pro analysierter Zellkulturschale (Abb. 4.5a), die absolute Anzahl an Neuriten
pro Neuron, die durchschnittliche Länge aller Neuriten pro Neuron (Abb. 4.5b), die
durchschnittliche Länge eines Neuriten, die Anzahl an Neuritenverknüpfungen und
die Fläche aller Neuriten. Besonders deutlich wird die durch USSC-KM hervorgeru-
fene Verbesserung des Neuronüberlebens durch die absolute Neuronenanzahl und
die durchschnittliche Länge aller Neuriten pro Neuron. Anhand dieser beiden Para-
meter und insbesondere aus dem Vergleich mit der Kontrolle lässt sich der Einfluss
auf das Neuronüberleben und das Neuritenwachstum optimal quantifizieren.

Die Etablierung der automatisierten Quantifizierung erforderte die Optimierung
verschiedener Parameter, von denen hier beispielhaft nur der optimale Fixierzeit-
punkt erwähnt sei. Durch den Vergleich von Neuronenanzahl und Neuritenlänge
nach 24 h und 48 h Inkubationszeit (Abb. 4.5a) konnte festgestellt werden, dass die
Anzahl Neurone nach 48 h Inkubation mit USSC-KM nur leicht verändert (-3 % bis
+8 %) im Vergleich zu 24 h Inkubationszeit ist. Relevant ist der Vergleich mit unkon-
ditioniertem Medium, in dem nach 48 h nur noch 38 % der Neurone auswertbar
sind. Der Effekt des USSC-KM ist nach 48 h deutlich stärker ausgeprägt. Gleiches
gilt für die Länge der Neuriten pro Neuron (Abb. 4.5b). Nach 48 h ist die Länge der
Neuriten um 58 % bis 61 % vergrößert. Auch hier wird der Effekt des USSC-KM
verglichen mit unkonditioniertem Medium nach 48 h Inkubation deutlicher als nach
24 h Inkubation.

4.1.3.2 Temperaturdegradation des USSC-KM

Die potentiellen Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-KM können sowohl Proteine,
Peptide als auch organische Moleküle sein. Um die Art des Faktors eingrenzen zu
können, wurde das USSC-KM für 5 Minuten auf 80 °C bzw. 90 °C erhitzt. Bei diesen
Temperaturen degradieren in der Regel die meisten Proteine und Peptide. Das er-
hitzte Medium wurde anschließend auf seine Aktivität im NOA überprüft (Abb. 4.6).
Durch Erhitzen des USSC-KM überlebten nach 48 h verglichen mit unbehandeltem

2Die Quantifizierung erfolgte im Leibniz-Institut für Umwelt-medizinische Forschunt (IUF) im
Labor von Prof. Dr. med. Ellen Fritsche. Die Durchführung der Quantifizierung wurde in gleichen
Teilen von Heiner Falkenberg und von Dr. Jessica Schira durchgeführt.
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(a) (b)

(c) (d)

Abbildung 4.4 – Primäre kortikale Neurone nach Inkubation mit USSC-KM: Nach 24 h Inkuba-
tion mit USSC-KM wurden die Neurone sowohl mit DAPI (a) als auch mit einem β-III-Tubulin-
Antikörper (b) gefärbt (Überlagerung in (c)). In (d) sind vermessene Neuriten (türkis, grün, lila),
Zellkörper (blau), Verknüpfungspunkte (gelb) und nicht ausgewertete Zellen (rot) farblich markiert.
Pro Zellkulturschale wurden 25 dieser Bilder aufgenommen und ausgewertet. In dem hier darge-
stellten Bild wurden 424 Neurone mit einer durchschnittlichen Neuritenlänge von 39,22 μm pro
Neuron und im Schnitt 1,77 Neuriten pro Neuron gezählt. Die Gesamtlänge aller hier abgebildeten
Neuriten beträgt 16,6 mm.
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Abbildung 4.5 – Einfluss der Inkubationsdauer von primären Neuronen in USSC-KM: Primäre
kortikale Neurone wurden mit USSC-KM inkubiert und nach 24 h bzw. 48 h fixiert. Die Anzahl an
überlebenden Neuronen im USSC-KM unterscheidet sich zwischen den Fixierpunkten nur gering
(a), dafür nimmt die Länge der Neuriten pro Neuron (b) deutlich zu. Bei unkonditioniertem Medium
verhält es sich konträr: Nach 48 h überleben insgesamt weniger Zellen, aber die Länge der Neuriten
pro Neuron bleibt annähernd konstant. Die hier gezeigten Daten basieren auf einer Einzelmessung,
wurden aber durch entsprechende Wiederholungen mehrfach bestätigt.
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USSC-KM nur noch 35 % der Neurone. Zusätzlich haben die überlebenden Neurone
um 82 % kürzere Neuriten.

4.1.3.3 Konzentrationsreihe USSC-Sekretom

Um den Einfluss der Konzentration des USSC-KM zu untersuchen, wurde der Effekt
von verschiedenen USSC-KM-Konzentrationen auf primäre kortikale Neuronen
gemessen. Dazu wurden 500 μl USSC-KM mit unterschiedlichen Volumina PBS oder
unkonditioniertem N2-Medium verdünnt (Abb. 4.7). Während sich geringe Verdün-
nungen (1,00:1,03; entspricht 15 μl PBS in 500 μl USSC-KM) positiv auf die Anzahl
an Neuronen und die Neuritenlänge auswirken, bewirkt bereits eine 1,1-fache Ver-
dünnung des Mediums mit 50 μl PBS oder unkonditioniertem Medium eine deutlich
geringere Zahl an überlebenden Zellen. Wird USSC-KM noch stärker verdünnt,
verschwindet der Unterschied zu unkonditioniertem N2-Medium gänzlich (Daten
der Übersichtlichkeit halber nicht gezeigt).

4.1.3.4 Fraktionierung von USSC-Sekretom

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass das USSC-
Sekretom >900 Proteine enthält (s. Kapitel 4.1.1.1). Wenn das Sekretom in Subsekre-
tome unterteilt werden kann, die anschließend im NOA bezüglich ihrer Wirkung
auf primäre Neurone getestet werden können, dann kann die Anzahl potentieller

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

USSC 80 °C USSC 90 °C USSC
unbehandelt

Anzahl Neurone Neuritenlänge pro Neuron

Abbildung 4.6 – Temperaturdegradation
von USSC-KM: USSC-KM wurde für
5 Minuten auf 80 °C bzw. 90 °C erhitzt
und anschließend für 48 h mit primären
kortikalen Neuronen inkubiert. Verglichen
mit unbehandeltem USSC-KM nimmt
sowohl die Anzahl überlebender Neurone
(p<0,005) als auch die durchschnittliche
Länge der Neuriten ab (p<0,001). Die Daten
stellen Mittelwerte aus 6 Experimenten mit
jeweils 500 μl USSC-KM dar.
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Abbildung 4.7 – Effekt der

Verdünnung von USSC-
KM: 500 μl USSC-KM
wurde mit unterschiedli-
chen Volumina PBS oder
unkonditioniertem Medium
verdünnt. Während sich
kleine Volumina bis 15 μl
positiv auf die Anzahl an
Neuronen und die Neuriten-
länge auswirken, bewirkt
bereits eine 1,0:1,1-fache
Verdünnung des Mediums
mit 50 μl eine geringere
Zahl an überlebenden
Zellen (Mittelwerte aus 6
Experimenten mit jeweils
500 μl USSC-KM).

Faktoren eingegrenzt werden. Um einen eventuellen Funktionsverlust zu vermeiden,
wurde hier eine Trennung unter nativen Bedingungen gewählt. Eine Möglichkeit
zur nicht denaturierenden Fraktionierung ist die Größenausschlusschromatographie
(SEC), bei der Proteine anhand ihrer molekularen Größe aufgetrennt werden.

Die Separation von 500 μl USSC-Sekretom erfolgte über Größenausschlusschroma-
tographie (Abb. 4.8a). Es konnten mehrere Fraktionen erstellt werden. Wie bereits
oben gezeigt, ist es notwendig, die Konzentration einzelner Proteine gegenüber dem
Ausgangsmedium unverändert zu halten. Daher wurden die Fraktionen lyophili-
siert und im selben Volumen unkonditioniertem Medium wie das ursprüngliche
USSC-Sekretom (500 μl) aufgenommen. Die so behandelten Fraktionen wurden für
48 h mit primären Neuronen kultiviert und im NOA auf ihre Aktivität getestet. In
keiner Fraktion – sowohl Durchlauf als auch spätere Fraktionen – konnten primäre
Neurone überleben (Abb. 4.8b). Die Zellzahl liegt niedriger als nach Inkubation mit
unfraktioniertem, unkonditioniertem Medium.

4.1.4 USSC-Sekretom im Vergleich mit anderen Zelllinien

Der von Schira et al. (2012) beschriebene Zellüberleben-fördernde Einfluss des USSC-
konditionierten Mediums auf primäre Neurone in vitro kann auch durch das kondi-
tionierte Medium anderer Zelllinien hervorgerufen werden. Dies trifft insbesondere
auf MSC zu (Gu et al., 2012), deren Sekretom in der Vergangenheit intensiv unter-
sucht wurde und das bereits bei klinischen Therapien zum Einsatz kommt (Carvalho
et al., 2011).
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(a) (b)

Abbildung 4.8 – Fraktionierung von USSC-KM mittels SEC: 15 ml USSC-Zellkulturüberstand
wurden auf 500 μl konzentriert und mittels Größenausschlusschromatographie aufgetrennt. 72
Fraktionen zu je 500 μl wurden gesammelt und lyophilisiert (a). Einzelne Fraktionen wurden
entsprechend der markierten Klammern teilweise vereinigt (Fraktionen 7-10, 27-28, 31-33, 46-48),
in 500 μl unkonditioniertem Medium aufgenommen und im NOA auf ihre Aktivität getestet. Als
Kontrolle wurde 500 μl PBS lyophilisert und in unkonditioniertem Medium aufgenommen. Es
konnten keine überlebenden Neurone beobachtet werden (b).

Im Gegensatz zu MSC- und USSC-konditioniertem Medium ist das konditionierte
Medium von humanen Fibroblasten nicht in der Lage, diesen Effekt hervorzurufen.
Insbesondere bei der in vivo Situation nach SCI sind Fibroblasten für ihre narben-
bildende Funktion bekannt, die die Regeneration deutlich inhibiert. Zwar können
Fibroblasten im PNS durch ihre Wirkung auf Schwannzellen zu Neuritenwachstum
führen (van Neerven et al., 2013), im ZNS hingegen hemmen sie durch die Sekretion
von neuritenwachstumbehindernden Faktoren wie Semaphorine (Tannemaat et al.,
2007) die Regeneration.

In diesem Abschnitt soll das USSC-Sekretom mit dem Sekretom von Fibroblasten
und MSC verglichen werden. Dieser Vergleich erfolgt anhand der durch Massen-
spektrometrie und Cytokin-Arrays identifizierten Proteine.

4.1.4.1 Vergleich der Sekretome basierend auf LC-MS Daten

Die sekretierten Proteine von humanen Fibroblasten und MSC wurden in einem
Proteomansatz analysiert. Insgesamt konnten im Fibroblasten-Sekretom 938 Pro-
teine identifiziert werden, im MSC-Sekretom 1 006. Ein Vergleich mit den 1 608
im USSC-Sekretom identifizierten Proteinen (Tab. 1 im Anhang) zeigt, dass die
Überschneidung zwischen diesen drei Datensätzen sehr hoch ist (Abb. 4.9). 546
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Proteine werden von allen drei Zelllinien sekretiert, das sind über die Hälfte der im
Fibroblasten-Sekretom und MSC-Sekretom identifizierten Proteine. Nur 91 unique
Proteine werden ausschließlich im Fibroblasten-Sekretom identifiziert, während 149
Proteine exklusiv im MSC-Sekretom vorkommen. Die Überschneidung zwischen
USSC-Sekretom und Fibroblasten-Sekretom sowie zwischen USSC-Sekretom und
MSC-Sekretom liegt bei 832 bzw. 797 Proteinen. Dabei ist der Anteil an sekretierten
Proteinen in allen Datensätzen gleich hoch: Im MSC- und auch im Fibroblasten-
Sekretom sind 56 % aller Proteine als sekretiert vorhergesagt. Zum Vergleich: Im
USSC-Sekretom liegt der Anteil sekretierter Proteine bei 58 % (s. Kapitel 4.1.1.1).

Im Sekretom von MSC wurden viele Proteine mit Bezug zur fokalen Adhäsion
identifiziert (52 Proteine). Ebensoviele Proteine sind verknüpft mit einer Funktion
bei der Axonzielführung (Tab. 5 im Anhang). Darüber hinaus wurden 15 Proteine
des KEGG-Signalweges Neurotrophine Signaling identifiziert. Im USSC-Sekretom
konnten 21 Proteine dieses Signalweges identifiziert werden (Tab. 4.3).

Auch im Sekretom von humanen Fibroblasten konnten 47 Proteine identifiziert
werden, deren Funktion mit dem Prozess der Axonzielführung verknüpft sind.
Aus dem KEGG-Signalweg fokale Adhäsion konnten 47 Proteine im Sekretom von
Fibroblasten nachgewiesen werden (Tab. 4 im Anhang). 17 Proteine konnten dem
oben erwähnten KEGG-Signalweg Neurotrophine Signaling zugeordnet werden.

4.1.4.2 Analyse von MSC-Sekretom mit einem Antikörper-Microarray

Durch Analyse von MSC-Sekretom mit einem Antikörper-Microarray (vgl. Kapi-
tel 4.1.1.2 auf Seite 40) konnte für 13 Proteine ein positives Signal detektiert werden
(Tab. 4.2). Elf der 13 Proteine wurden bereits im USSC-Sekretom detektiert. Aus-
nahmen sind CXCL11, TIMP-2 und VEGF, die ausschließlich im MSC-Sekretom
nachgewiesen wurden. Der Cytokin-Array bestätigt für die Proteine Activin A,
IGFBP-7, SPARC, TSP und TIMP-2 die Identifizierung durch LC-MS.

USSC 
(1608) MSC 

(1007) 

Fibroblasten (935) 

237 251 

546 

574 

61 91 149 

Abbildung 4.9 – Venn-Diagramm der se-
kretierten Proteine von MSC, Fibroblasten
und USSC: 546 Proteine werden sowohl im
USSC-Sekretom, im MSC-Sekretom als auch
im Fibroblasten-Sekretom nachgewiesen.
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Im Falle von Activin A konnte ein signifikanter Unterschied in der Proteinkonzen-
tration im USSC-Sekretom und MSC-Sekretom festgestellt werden (vgl. Tab. 4.2). Im
MSC-Sekretom kommt Activin A mit einer mindestens dreimal so hohen Konzen-
tration vor. Ebenfalls ein signifikanter Unterschied wurde für Thrombospondin-1
detektiert.

4.1.5 Bekannte Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-Sekretom

Durch Massenspektrometrie-basierter Proteomik und einem Cytokin-Array konnten
1 608 Proteine im USSC-Sekretom identifiziert werden. Das Ziel der Arbeit war es,
jene proteinogenen Faktoren zu identifizieren, die von USSC sezerniert werden
und in der Lage sind, eine verbesserte Regeneration des Rückenmarks zu vermit-
teln. In Vorexperimenten konnte aufgrund der Inkompatibilität mit dem NOA eine
Eingrenzung der Faktoren durch Vorfraktionierung nicht erfolgreich durchgeführt
werden. Dagegen ermöglichte die bioinformatische Herangehensweise eine erste
Eingrenzung der Kandidaten. Durch die Beteiligung der identifizierten Proteine an
bestimmten Signalwege (Tab. 4.3) konnten mehrere Proteine gefunden werden, die

Tabelle 4.4 – Bekannte sekretierte Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-Sekretom: Die angege-
bene Literaturstelle ist ggf. nur eine von mehreren, die diesen Faktor als Neuritenwachstumsfaktor
beschreiben.

Fibroblasten- MSC-
Genname Uniprot ID Sekretom Sekretom Eigenschaft Literaturstelle

AGRIN O00468 � � sezerniert Zhang et al. (2011)
CLU P10909 � � sezerniert Kang et al. (2005)
Gelsolin P06396 � � sezerniert Furnish et al. (2001)
Laminin P11047 � � sezerniert Rankin et al. (2008)
MIF P14174 � � sezerniert Bank et al. (2012)
Moesin P26038 � � sezerniert Marsick et al. (2012)
NDNF Q8TB73 � � sezerniert Kuang et al. (2010)
Nidogen P14543 � � sezerniert Lee et al. (2009)
NRP O14786 � � sezerniert Gorba et al. (2006)
Par-4 Q96IZ0 - - sezerniert Guo et al. (2001)
PEDF P36955 � � sezerniert Houenou et al. (1999)
Periostin Q15063 - - sezerniert Kudo et al. (2007)
Progranulin P28799 � - sezerniert van Damme et al. (2008)
SDF1 P48061 � - sezerniert Shyu et al. (2008)
SERPINE1 P05121 � � sezerniert Soeda et al. (2008)
SERPINE2 P07093 � � sezerniert Houenou et al. (1995)
SPARC P09486 � � sezerniert Au et al. (2007)
Tenascin-C P24821 � � sezerniert Neidhardt et al. (2003)
TGFB2 P61812 - - sezerniert Zhang et al. (2006)
Versican V1 P13611 � � sezerniert Wu et al. (2004)
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eine bekannte Funktion in Verbindung mit Nervenwachstum, Regeneration nach
Rückenmarksläsion, Neuronüberleben und/oder Neuritenwachstum haben.

20 der 921 im USSC-Sekretom identifizierten und als sekretiert kategorisierten Pro-
teine wurden in der Literatur bisher explizit als Neuritenwachstumsfaktoren be-
schrieben (Tab. 4.4). Die Funktionen dieser Proteine stehen teilweise in direktem
Zusammenhang mit den beobachteten Effekten von USSC-Sekretom auf primäre
kortikale Neurone und von USSC auf lädiertes Rückenmarksgewebe.

Auch im Sekretom humaner Fibroblasten und MSC (Kapitel 4.1.4) konnten Neuriten-
wachstumsfaktoren identifiziert werden. Die meisten der 20 Neuritenwachstums-
faktoren wurden sowohl von USSC als auch von Fibroblasten und MSC sekretiert
(Tab. 4.4).

4.1.6 Datenbank mit bekannten Neuritenwachstumsfaktoren

Im USSC-Sekretom konnten in dieser Arbeit bisher 20 Faktoren identifiziert werden,
die als Neuritenwachstumsfaktor bekannt sind (Tab. 4.4). Neben diesen bekannten
Kandidaten besteht die Möglichkeit, dass USSC Proteine sekretieren, die bisher
nicht als Neuritenwachstumsfaktor beschrieben wurden, aber eine ebensolche Funk-
tion besitzen. Zu diesem Zweck soll im folgenden Kapitel mit bioinformatischen
Methoden nach diesen Faktoren gesucht und das Sekretom der USSC unter Zuhilfe-
nahme einer Datenbank mit bekannten Neuritenwachstumsfaktoren charakterisiert
werden. Die gemeinsamen Charakterisitiken der bekannten Neuritenwachstumsfak-
toren sollen anschließend dabei helfen, neue Kandidatenproteine im USSC-Sekretom
vorherzusagen und zu validieren.

Bekannte Neuritenwachstumsfaktoren sollten bestimmte gemeinsame Eigenschaften
aufweisen. Wenn nun umgekehrt im USSC-Sekretom Proteine mit genau diesen
Eigenschaften gefunden werden, ist die Wahrscheinlichkeit höher, dass dieses Pro-
tein ebenfalls ein Neuritenwachstumsfaktor ist. Diese Herangehensweise bestätigt
diese Proteine nicht direkt als Neuritenwachstumsfaktor. Dies kann nur mittels
umfangreicherer Experimente erfolgen. Nichtsdestotrotz stellt dieser bioinforma-
tische Weg eine unvoreingenommene Möglichkeit dar, in der Gesamtheit der 921
USSC-sekretierten Proteine nach neuen Neuritenwachstusmfaktoren zu suchen.

4.1.6.1 In Literatur beschriebene Neuritenwachstumsfaktoren

Die Erstellung einer Liste mit bekannten Neuritenwachstumsfaktoren basiert auf
publizierten Arbeiten der Jahre 1972-2013 und ihrer Abstracts in der PubMed-
Datenbank. Das Suchkriterium für die initiale Suche ist dabei gewesen: Das Stich-
wort Neurite outgrowth factor muss im Titel oder in der Zusammenfassung vorkom-
men.
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Basierend auf dieser Suche wurden 3 239 Literaturstellen gefunden. 31 Publikationen
stammen aus den Jahren 1972-1979, 331 Publikationen aus den Jahren 1980-1989,
974 Publikationen aus den Jahren 1990-1999, 1 402 aus den Jahren 2000-2009 und 501
Publikationen aus den Jahren 2010-2013.

Der Inhalt jeder einzelnen Literaturstelle wurde manuell auf mögliche Neuriten-
wachstumsfaktoren hin analysiert. Nicht relevant waren dabei nicht-proteinogene
Faktoren (z. B. organische Moleküle) oder solche Proteine, die nur indirekt am Pro-
zess des Neuritenwachstums beteiligt sind (zum Beispiel nach Aktivierung durch
Bindung eines extrazellulär lokalisierten Protein oder eines Transkriptionsfaktors).
Nicht berücksichtigt wurden Proteine, deren Neuritenwachstumsfaktor-Funktion
(insbesondere in vivo) auf der Modulation der ECM basiert, weil diese Funktion
nicht mit dem hier etablierten Neuritenwachstumsassay (Kapitel 4.1.3.1 auf Seite 44)
in vitro nachgewiesen werden kann. Auf diese Weise konnten 155 nicht redundante
Faktoren herausgearbeitet werden, die als proteinogener Neuritenwachstumsfak-
tor beschrieben wurden. 41 Proteine haben dabei einen negativen Einfluss auf das
Wachstum von Neuriten und wurden daher bei der Erstellung der Datenbank nicht
weiter berücksichtigt. Für 114 Proteine wurde ein positiver Effekt auf Neuriten-
wachstum beschrieben. Die positiven Neuritenwachstumsfaktoren sind in Tab. 3 im
Anhang aufgelistet und werden im Folgenden charakterisiert.

Für die in Tab. 3 im Anhang aufgelisteten Faktoren wurde ihre subzelluläre Lo-
kalisation annotiert (Uniprot, GO SecretomeP, SignalP; vgl. Kapitel 4.1.2) und ihre
biologischen und molekularen Funktionen (Uniprot, GO) verglichen. 52 der 114
positiven Faktoren sind von Uniprot als sekretiert oder extrazellular lokalisiert klas-
sifiziert. 61 der 114 Proteine tragen laut SignalP ein Signalpeptid und werden auf
klassischem Wege sezerniert (54 %). Bei 20 der 114 Proteine (18 %) existieren laut
SecretomeP deutliche Hinweise auf eine nicht-klassische Sezernierung. Insgesamt
werden 74 % der Faktoren (84) sekretiert. Des Weiteren liegen elf membranständige
Proteine, ein Golgi-membran-assoziiertes Protein sowie fünf überwiegend im Cyto-
plasma lokalisierte Proteine vor. In dem konkreten Fall des von Schira et al. (2012)
in vivo und in vitro beobachteten Neuritenwachstums kommen nur extrazellular
sekretierte Proteine in Frage, deshalb werden zur weiteren Charakterisierung auch
nur die 84 sekretierten Faktoren herangezogen.

Die Anreicherung bestimmter molekularer Funktionen und Uniprot-Keywords wur-
de mit Hilfe von DAVID (Huang et al., 2009) und MaxQuant (Cox und Mann, 2008)
analysiert. Dabei wurde festgestellt, dass 50 % (57) der Proteine posttranslational
durch eine Glykosylierung modifiziert werden können. Des Weiteren ist der biologi-
sche Prozess „cell surface receptor linked signaling pathway“ für 41 Proteine hinterlegt.
Als molekulare Funktion der Faktoren tritt besonders häufig „receptor binding“ auf
(49 Proteine).

Basierend auf bestimmten Proteineigenschaften, subzellulärer Lokalisationen und
Proteinfunktionen konnte ein Vergleich mit den Eigenschaften aller sekretierter
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humaner Proteine in der Uniprot-Datenbank (insgesamt 1 992 Einträge) durchge-
führt werden. Es konnten 39 Proteineigenschaften mit Bezug zum beobachteten in
vitro-Effekt der USSC ermittelt werden, die unter den bekannten Neuritenwachs-
tumsfaktoren signifikant angereichert sind (> Faktor 2) und von mindestens zehn
Faktoren geteilt werden (Tab. 4.5). Mit ihnen können bekannte Neuritenwachstums-
faktoren klassifiziert werden.

Diese Kritierien zur Beschreibung von bekannten Neuritenwachstumsfaktoren über-
schneiden sich. So werden 64 der 84 Neuritenwachstumsfaktoren durch fünf oder
mehr der ausgewählten Kriterien beschrieben. 36 Faktoren werden durch ≥ 12 Krite-
rien beschrieben. Durch Eingrenzung von Proteinen anhand dieser Kriterien können
neue potentielle Neuritenwachstumsfaktoren gefunden werden. Im folgenden Kapi-
tel sollen diese Kriterien angewendet werden, um das USSC-Sekretom nach neuen
potentiellen Neuritenwachstumsfaktoren zu durchsuchen.

4.1.6.2 Suche nach neuen Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-Sekretom

Im USSC-Sekretom konnten innerhalb der 921 nachweislich sekretierten Proteine
11 bekannte Neuritenwachstumsfaktoren identifiziert werden (Tab. 4.4). Weitere
bisher noch nicht als Neuritenwachstumsfaktoren beschriebene Kandidaten wurden
durch die Anwendung der oben beschriebenen Kriterien auf die Liste mit USSC-
sekretierten Proteinen identifiziert. Dazu wurden die Proteine des USSC-Sekretom
entsprechend Tab. 4.5 charakterisiert.

Von den 921 USSC-sekretierten Proteinen werden 66 Proteine durch 12 oder mehr
der 39 in Tab. 4.5 beschriebenen Kategorien charakterisiert. 30 Proteine decken mehr
als 16 Kategorien ab. Diese 110 potentiellen Neuritenwachstumsfaktoren sind in
Tab. 4.6 aufgelistet.

4.1.7 Validierung einzelner identifizierter Neuritenwachstums-
faktoren

Im USSC-konditionierten Medium konnten sowohl bereits bekannte Neuritenwachs-
tumsfaktoren als auch mögliche neue bzw. noch nicht im in vitro-Assay getestete
Faktoren nachgewiesen werden (s. Kapitel 4.1.5 und 4.1.6.2). Für die Validierung
einzelner Faktoren wurde nur eine Auswahl von Proteinen herangezogen (Tab. 4.7).
Diese vier Proteine wurden im NOA bezüglich ihrer Wirkung auf primäre kortikale
Neurone untersucht. Dazu wurden zwei Strategien angewendet:

• Neutralisation von Kandidatenproteinen im USSC-KM durch Neutralisations-
antikörper und

• Zugabe rekombinanter Kandidatenproteine zu unkonditioniertem Medium.
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Tabelle 4.5 – Eigenschaften von Neuritenwachstumsfaktoren: 84 literaturbekannte Neuriten-
wachstumsfaktoren wurden charakterisiert. Die Liste stellt eine Auswahl von 39 Eigenschaften
dar, die im Vergleich zu allen 1941 sekretierten Proteinen der Uniprot-Datenbank mindestens um
den Faktor 2,0 angereichert sind. (BP = biologischer Prozess, MF = molekulare Funktion, KEGG =
Signalweg, US = Uniprot-Schlagwort)

Eigen- Name Anzahl Anzahl Anreicherungs- p-
schaft Proteine NWF faktor Wert

BP axon guidance 57 11 4,7 1,1E-05
BP biological regulation 757 70 2,2 1,1E-18
BP cell projection organization 18 6 8,0 4,9E-05
BP cell proliferation 88 13 3,6 3,2E-05
BP cell surface receptor linked signaling pathway 259 35 3,3 9,4E-12
BP cellular component morphogenesis 27 8 7,1 6,7E-06
BP cellular component organization 170 21 3,0 1,8E-06
BP cellular component organization or biogenesis 170 21 3,0 1,8E-06
BP cellular component organization or biogenesis

at cellular level
101 14 3,3 3,3E-05

BP cellular response to stimulus 433 56 3,1 6,0E-20
BP chemotaxis 132 16 2,9 4,6E-05
US Cytokine 165 16 2,3 5,8E-04
MF cytokine activity 184 20 2,6 2,3E-05

KEGG Cytokine-cytokine receptor interaction 183 21 2,8 5,9E-03
BP cytokine-mediated signaling pathway 40 8 4,8 1,4E-04
MF growth factor activity 138 32 5,6 1,1E-17
MF growth factor receptor binding 44 9 4,9 4,4E-05
US Growthfactor 118 28 5,7 1,1E-11
BP localization 20 5 6,0 9,3E-04
BP locomotion 175 21 2,9 2,9E-06
BP negative regulation of cell death 67 19 6,8 3,2E-12
BP negative regulation of cellular component orga-

nization
31 10 7,8 1,8E-07

BP negative regulation of developmental process 82 11 3,2 3,2E-04
BP positive regulation of cell differentiation 60 12 4,8 2,8E-06
BP positive regulation of cell migration 67 11 4,0 5,1E-05
BP regulation of biological process 726 70 2,3 7,1E-20
BP regulation of cell adhesion 54 8 3,6 1,1E-03
BP regulation of cell development 41 10 5,9 3,1E-06
BP regulation of cell projection organization 21 6 6,9 1,3E-04
BP regulation of cellular process 640 69 2,6 1,8E-22
BP regulation of multicellular organismal develop-

ment
160 22 3,3 1,4E-07

BP regulation of multicellular organismal process 240 27 2,7 2,8E-07
BP regulation of nervous system development 29 8 6,7 1,2E-05
BP regulation of neurogenesis 26 8 7,4 4,9E-06
BP regulation of neuron differentiation 21 7 8,0 1,1E-05
BP regulation of neuron projection development 17 6 8,5 3,4E-05
BP response to stimulus 753 64 2,0 9,8E-14
BP signal transduction 390 51 3,2 9,4E-18
BP taxis 132 16 2,9 4,6E-05

Ergebnisse � Seite 56



Kapitel 4: USSC-Sekretom

Tabelle 4.6 – Kandidaten für Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-Sekretom: Proteine, die
mind. 12 der für Neuritenwachstumsfaktoren typischen Eigenschaften besitzen (Tab. 4.5). Fett
gedruckte Proteine sind bereits als Neuritenwachstumsfaktor beschrieben (Tab. 4.4).

Genname Uniprot-ID Kategorien Genname Uniprot-ID Kategorien

ADAM10 O14672 15 LAMC1 P11047 13
ADAM9 Q13443 13 MIF P14174 16
AGRN O00468 14 NDNF Q8TB73 19
AP2B1 P63010 12 NPM1 P06748 13
APOA1 P02647 12 NPTN Q9Y639 18
APOC3 B0YIW2 12 NRAS P01111 12
APOD C9JF17 17 NRP1 O14786 14
APOE P02649 24 PDGFRA P16234 19
APP P05067 13 PDGFRB P09619 21
CALR P27797 18 PDLIM5 Q96HC4 14
CAMK2A E9PF82 20 PTK7 Q13308 21
CLTA F8WF69 12 PTPRK E9PGC5 13
COL1A1 P02452 19 PTPRM F8WA38 13
COL1A2 P08123 14 RHOA P61586 28
COL3A1 P02461 14 RHOG P84095 15
COL4A2 P08572 13 ROBO1 Q9Y6N7 24
CORO1A P31146 14 S100A6 P06703 12
CSF1 P09603 18 SBDS Q9Y3A5 12
CST3 P01034 12 SEMA7A O75326 23
CTNNB1 P35222 17 SERPINE1 P05121 17
SDF1 P48061 21 SERPINE2 P07093 14
CYR61 O00622 16 SH3GL1 Q99961 14
ENG P17813 15 SLIT3 J3KNP3 13
EZR P15311 12 SOD1 P00441 15
GREM1 O60565 12 SPOCK1 Q08629 20
IGFBP3 P17936 15 STMN1 P16949 20
INHBA P08476 18 TGFB1 P01137 25
INS F8WCM5 18 TGFB1I1 O43294 14
ITGA5 P08648 12 TGFB2 P61812 27
ITGAV P06756 16 THY1 E9PNQ8 23
ITGB3 P05106 17 TPM1 D9YZV2 13
LAMA5 O15230 18 VASP P50552 14
LAMB1 G3XAI2 14 VCAM1 P19320 17
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Tabelle 4.7 – USSC-sekretierte Proteine, die in weiteren Experimenten analysiert wurden: Einer
der vier mittels LC-MS nachgewiesenen Kandidaten wurde bisher nicht als Neuritenwachstumsfak-
tor beschrieben, ist aber durch bioinformatische Filterstrategie als möglicher Neuritenwachstums-
faktor hervorgegangen.

Gen- Proteinname LC-MS Cytokin- literatur- potentiell
name Array bekannter Faktor neuer Faktor

SPARC Osteonectin � � �
PEDF Pigment epithelium-derived factor � �
NRP1 Neuropilin-1 � �
CST3 Cystatin-C � �

4.1.7.1 Neutralisation von Kandidatenproteinen

Wenn mittels einer gezielten Abreicherung oder Neutralisation von Kandidaten-
proteinen das Potential des USSC-konditionierten Mediums abgeschwächt werden
kann, bestätigt dies für bekannte Faktoren ihre Funktion als Neuritenwachstums-
faktor auch im USSC-Sekretom. Bei bisher nicht beschriebenen Faktoren gibt es auf
diese Weise Hinweise auf eine neue vielversprechende biologische Funktion dieser
Proteine.

Für eine Inhibierung der Proteinfunktion der in Tab. 4.7 aufgelisteten Proteine wurde
USSC-KM mit speziellen Neutralisationsantikörpern inkubiert. Sie sind gegen die
aktive Domäne der Proteine gerichtet. Das so behandelte USSC-KM wurde im NOA
auf seine biologische Aktivität untersucht.

Die verwendete Menge an Antikörpern ist abhängig von der jeweiligen Protein-
konzentration im USSC-KM und der ND90-Konzentration des Antikörpers, bei der
nach Herstellerangaben 90 % der Aktivität des Proteins blockiert wird. Zur Abschät-
zung der Proteinkonzentration wurde die T3PQ-Methode (Grossmann et al., 2010)

Tabelle 4.8 – Ermittelte Proteinkonzentration nach der T3PQ-Methode (Grossmann et al., 2010):
Die mittlere Intensität der drei abundantesten Peptide (gemittelt über 5 Datensätze) wurde in
Relation zu Transferrin gesetzt. Dieses liegt im USSC-KM in einer Konzentration von 5 μg/ml vor.
Von 1 ml USSC-Sekretom wurden nach Aufarbeitung umgerechnet 1,4 μl je Probe durch LC-MS
analysiert (entspricht einem 1/701,8-Teil).

mittlere fmol/ Mol- fg/
Protein Intensität Injektion gewicht [kDa] Injektion ng/ml

Transferrin 253 250 000 92,46 77,1 7 125 000 5 000,00
SPARC 2 909 0033 16,12 34,6 558 165 391,69
PEDF 812 111 0,46 46,3 21 213 14,89
NRP1 178 988 0,21 103,1 22 124 15,53
CST3 1 093 814 1,13 15,8 17 816 12,50
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angewendet. Sie basiert auf dem Intensitätsvergleich der drei abundantesten Pep-
tide eines Proteins mit den drei abundantesten Peptiden eines Proteins bekannter
Konzentration. Als Referenz dient hier Transferrin, das dem Medium mit 5 μg/ml

zugegeben wurde. Aus dieser Methode ergeben sich die in Tab. 4.8 aufgelisteten
Proteinkonzentrationen sowie die entsprechende ND90-Konzentration der Neutra-
lisationsantikörper. Um Verdünnungseffekte auszuschließen (vgl. Kapitel 4.1.3.3),
wurde als Kontrolle USSC-KM mit dem entsprechenden Volumen PBS verdünnt.

Für SPARC und PEDF sind die Effekte der neutralisierten USSC-KM auf primäre
Neurone in Abb. 4.10 dargestellt. In drei unabhängigen Replikaten ist die Neuri-
tenlänge pro Neuron nach Behandlung mit SPARC-Antikörpern signifikant kürzer
(im Durchschnitt 35 %, p<0,05) als mit unbehandelten USSC-KM. Bei Neutralisation
mit PEDF-Antikörper ist die Neuritenlänge durchschnittlich 26 % kürzer (p<0,05)
als in der Kontrolle. In fünf unabhängig voneinander durchgeführten NOA konnte
hingegen kein signifikanter Effekt von Neuropilin (NRP1) nachgewiesen werden
(Abb. 4.11).
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*** Abbildung 4.10 – In-
hibierung von SPARC
und PEDF in USSC-KM:
500 μl USSC-KM wurde
mit SPARC-Antikörper
(4 μg/ml) bzw. mit PEDF-
Antikörper (4 μg/ml) für
2 h bei 37 °C inkubiert.
Anschließend wurden
primäre kortikale Neurone
für 48 h mit den behan-
delten Medien inkubiert
und die durchschnittliche
Neuritenlänge im NOA
bestimmt. Als Kontrolle
wurde USSC-KM mit 20 μl
PBS versetzt. (*= p<0,05;
**= p<0,005; ***= p<0,001, je
Experiment N=6)

4.1.7.2 Wirkung rekombinanter Kandidatenproteine

Für eine Validierung insbesondere von potentiell neuen Neuritenwachstumsfaktoren
wurden die rekombinanten Kandidatenproteine SPARC, PEDF und Cystatin C zu
unkonditioniertem Medium hinzugegeben und ihre Wirkung auf primäre kortikale
Neurone im NOA quantifiziert (Abbildungen 4.12-4.14).

Die Zugabe von rekombinantem SPARC in einer Konzentration von 0,5–1,0 μg/ml
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Abbildung 4.11 – Inhibie-
rung von Neuropilin in
USSC-KM: 500 μl USSC-
KM wurde mit Neuropilin-
Antikörper (0,26 μg/ml) für
2 h bei 37 °C inkubiert. An-
schließend wurden primäre
kortikale Neurone für 48 h
mit den behandelten Medi-
en inkubiert und die durch-
schnittliche Neuritenlänge
im NOA bestimmt. Als Kon-
trolle wurde USSC-KM mit
5 μl PBS versetzt.

hatte keine Verbesserung der Neuritenlänge zur Folge (Abb. 4.12). Gleiches wur-
de für rekombinantes PEDF in einer Konzentration von 30–60 ng/ml beobachtet
(Abb. 4.13).

Rekombinantes Cystatin C wurde in zwei unabhängigen Experimenten in zwei
Konzentrationen (25 ng/ml und 62 ng/ml) zu Zellkulturmedium zugegeben. Diese
Konzentrationen entsprechen der zweifachen bzw. der zehnfachen Konzentration
des Proteins im USSC-Sekretom (Tab. 4.8). In beiden Experimenten konnte ein po-
sitiver Effekt von Cystatin C auf die durchschnittliche Neuritenlänge beobachtet
werden, allerdings nur in einer Konzentration von 25 ng/ml. In einem Experiment
beträgt die durchschnittliche Neuritenlänge 55,3 μm, durch Zugabe von rekombi-
nantem Cystatin C sind die Neuriten 23,1 μm länger (78,4 μm).

4.2 Diskussion

Die selbstständige Regeneration von verletzten Nervenbahnen des zentralen Ner-
vensystems, insbesondere des Rückenmarks (z. B. nach einem Unfall), wird durch
verschiedene Mechanismen verhindert. Um die Mobilität der Patienten zurückzuge-
winnen, gibt es unterschiedliche Therapieansätze, darunter die Implantation von
synthetischen Gerüsten, Infusion von nervenwachstumstimulierenden Substanzen,
Elektrotherapie oder die Implantation von humanen Zellen in die Läsionsstelle. Im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die Implantation von unrestringierten
somatischen Stammzellen (USSC) aus Nabelschnurblut in das verletzte Rückenmark
zu einer deutlichen funktionellen Verbesserung führt (Schira et al., 2012). Es wurde
vermutet, dass die Sekretion von Proteinen ein Grund dafür ist, dass USSC auch in
Zellkultur zu einem verstärkten Neuritenwachstum führen. Durch welche Proteine
dieser Effekt hervorgerufen wird, konnte aber bisher nicht geklärt werden.
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Abbildung 4.12 – Zugabe von SPARC in unkonditioniertes Medium: 500 μl unkonditioniertes
Medium wurden mit rekombinantem SPARC (1 μg bzw. 2 μg) versetzt. Anschließend wurden
primäre kortikale Neurone für 48 h mit den behandelten Medien inkubiert und die durchschnittliche
Neuritenlänge im NOA bestimmt. Als Kontrolle wurde unbehandeltes N2-Medium verwendet.

Durch Inkubation von primären kortikalen Neuronen in USSC-konditioniertem Me-
dium konnte in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass signifikant mehr
Zellen mit längeren Neuriten überleben (Abb. 4.4). Dies entspricht den Ergebnissen
von Schira et al. (2012). Zusätzlich erfolgte in dieser Arbeit die Quantifizierung des
Neuritenwachstums im Hochdurchsatzverfahren. So konnten in einzelnen Expe-
rimenten die Neuritenlänge von etwa 3 000 Neuronen vermessen und auf diese
Weise verschiedene Einflussfaktoren evaluiert werden. Es wurde gezeigt, dass der
beobachtete Effekt temperatursensitiv ist und stark von der Konzentration des kon-
ditionierten Mediums abhängt (Abb. 4.6 und 4.7). Bereits eine 1,1-fache Verdünnung
des Mediums führt zu einer Abschwächung.

In dieser Arbeit wurde das Sekretom von USSC durch eine detaillierte Sekretom-
studie analysiert und charakterisiert. Dies stellt die erste umfangreiche Untersu-
chung des Sekretoms dieser Nabelschnurblutstammzellen dar. Das Wissen um
USSC-sekretierte Faktoren ermöglicht einen ersten Eindruck darüber, wie diese
Zellen nach Transplantation im Rückenmark zu verstärktem Neuritenwachstum
führen können. Es konnten mehrere bekannte Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-
Sekretom identifiziert werden. Darüber hinaus wurden durch den Vergleich mit
bekannten Neuritenwachstumsfaktoren neue, bisher nicht beschriebene potentielle
Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-Sekretom identifiziert.
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Abbildung 4.13 – Zugabe von PEDF in unkonditioniertes Medium: 500 μl N2-Medium wurden
mit rekombinantem PEDF (60 ng/ml bzw. 30 ng/ml) versetzt. Anschließend wurden primäre korti-
kale Neurone für 48 h mit den behandelten Medien inkubiert und die durchschnittliche Neuriten-
länge im NOA bestimmt. Als Kontrolle wurde unbehandeltes N2-Medium verwendet.
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Abbildung 4.14 – Zu-
gabe von Cystatin C
in unkonditioniertes
Medium: 500 μl
N2-Medium wurden
mit rekombinantem
Cystatin C (12,5 ng
bzw. 26,0 ng) versetzt.
Anschließend wurden
primäre kortikale
Neurone für 48 h
mit den behandelten
Medien inkubiert und
die durchschnittliche
Neuritenlänge im
NOA bestimmt. Als
Kontrolle wurde unbe-
handeltes N2-Medium
verwendet.
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4.2.1 Identifizierung von USSC-sekretierten Proteinen

Zunächst konnte ein detaillierter Katalog der von USSC sekretierten Proteine er-
stellt werden. In umfangreichen LC-MS-Analysen wurden 1 593 Proteine im USSC-
Sekretom identifiziert. Darüber hinaus konnten 15 weitere Cytokine durch einen
gezielten Nachweis mittels Antikörper-Microarrays im USSC-Sekretom gefunden
werden.

Durch Aufarbeitung und Analyse des Sekretoms mit verschiedenen Methoden konn-
te eine größere Anzahl an Proteinen im Zellkulturüberstand identifiziert werden,
als in Sekretomstudien anderer Zelllinien, bei denen nur einzelne Methoden ver-
wendet wurden (1 254 Proteine (Emmink et al., 2013), 1 337 Proteine (Barderas et al.,
2013)). Der Anteil an bioinformatisch nachgewiesenen sekretierten Proteinen liegt
bei 57,9 %.

Die USSC-sekretierten Proteine wurden auf ihren Bezug zu Neuritenwachstum
und Regeneration untersucht. In den beschriebenen biologischen Prozessen fin-
den sich viele Hinweise auf potentielle Neuritenwachstumsfaktoren. So wurden
Proteine identifiziert, die über die Prozesse der Axonzielführung, Axonwachstum
oder Axonogenese den beschriebenen Effekt in vitro erklären könnten (Tab. 4.4).
Gleichermaßen wurden Proteine mit biologischen Prozessen nachgewiesen, die den
Effekt der Regeneration des Rückenmarks in vivo bewirken können (Myelinisie-
rung, Wundheilung, Zellmigration). Andererseits konnten auch einzelne Proteine
identifiziert werden, für die bisher eine inhibitorische Wirkung auf das Wachstum
und die Regeneration von Neuronen beschrieben wurde (ROCK, Notch1, NOGO-A,
Ephexin1, SLIT3, TNF-α).

Diese Beobachtung spricht dafür, dass der beschriebene Einfluss von USSC auf
das Neuritenwachstum nicht bloß durch ein einzelnes Protein hervorgerufen wird,
sondern von mehreren Proteinen - inhibitorisch wie auch exitatorisch - beeinflusst
wird. In Summe überwiegt dann im USSC-Sekretom die Wirkung neuritenwachs-
tumsfördernder Proteine. Dabei ist auch die Konzentration der einzelnen Neurit-
wachstumsfaktoren wie auch -inhibitoren von wichtiger Bedeutung.

4.2.2 USSC als Modulatoren der Extrazellularmatrix

Neben der Betrachtung der involvierten biologischen Prozesse wurde eine Signalwe-
ganalyse mit der KEGG-Datenbank für Signalwege (Kanehisa et al., 2012) durchge-
führt. Dabei sind sekretierte Proteine, anders als Proteine aus dem Cytosol, meist als
Initiator eines intrazellulär ablaufenden Signalweges involviert. Trotzdem konnten
mehrere biologisch relevante Signalwege auf diese Weise abgebildet werden (Tab. 4.3
und Anhang 9). Aus ihnen geht hervor, dass viele USSC-sekretierte Proteine einen
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Bezug zu den Signalwegen ECM-Rezeptor-Interaktion, extrazelluläre Matrix, foka-
le Adhäsion, Endocytose/Vesikelbildung oder dem Prozess des Axonwachstums
haben.

50 Proteine aus dem USSC-Sekretom konnten der extrazellulären Matrix zugeordnet
werden. Dazu zählen essentielle Bestandteile der ECM wie Fibrillin, Lumican und
verschiedene Collagen-Isoformen, aber auch Laminin-Untereinheiten sowie wichtige
ECM-Signalproteine (Agrin, Emilin-1/2, Netrin-4, Nidogen-2, SPARC).

Ein weiterer wichtiger involvierter Signalweg ist die Zell-Zellinteraktion durch
fokale Adhäsion. Aus diesem Signalweg konnten 60 Proteine im USSC-Sekretom
nachgewiesen werden. Neben einigen bereits erwähnten Proteinen der ECM wurden
ein Wachstumsfaktor (Platelet-derived growth factor D, PDGFD), Rezeptoren (ITGA,
ITGB, RTK) und intrazelluläre Effektorproteine (Grb2, Actinin, Filamin, Talin, Vincu-
lin, RhoA, ROCK) nachgewiesen.

Im USSC-Sekretom konnten darüber hinaus Proteine identifiziert werden, die für die
Clathrin-abhängige Endocytose von Bedeutung sind. Dies sind zum einen Dynamin,
Clathrin und AP-2. Diese drei Proteine sind essentielle Proteine für die Abschnürung
von Vesikeln von der Membran. Des Weiteren wurden Proteine nachgewiesen,
die normalerweise intrazellular am Vesikelrecycling beteiligt sind (Alix, Rab5/7,
CHMP4, VPS28). Von allen identifizierten Proteinen wurde für 112 Proteine eine
Lokalisation in oder an Membranvesikeln in der Literatur beschrieben (Dimmer et al.,
2012). Möglicherweise können USSC ihre nähere Umgebung durch eine verstärkte
Vesikelbildung und Exocytose beeinflussen.

Der starke Bezug der USSC-sekretierten Proteine zu den drei erwähnten Signalwe-
gen gibt erste Hinweise darauf, wie USSC mit ihrer Umgebung kommunizieren.
USSC leisten einen starken Beitrag zur Ausbildung von ECM-Strukturen. Es ist
belegt, dass die ECM je nach Zusammensetzung unterschiedlich auf axonale Re-
generation nach Rückenmarksläsion wirken kann und es auf die genaue Balance
zwischen den inhibitorischen und exitatorischen Substanzen ankommt (Jones et al.,
2003). Sollten USSC also diese Balance positiv beeinflussen, ist dies eine erste Erklä-
rung für das verbesserte Neuritenwachstum nach USSC-Transplantation. Neben der
Sekretion von ECM-Proteinen interagieren USSC auf direktem Wege mit Zellen ihrer
unmittelbaren Nachbarschaft über fokale Adhäsion. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass auch dieser Prozess zu einem verstärkten Neuritenwachstum führen
kann. Weder der in vitro beobachtete Effekt kann darauf zurückgeführt werden, weil
in USSC-konditioniertem Medium schlichtweg keine USSC vorkommen, noch ist
der in vivo beobachtete Effekt auf Nervenzellen in direktem Zellkontakt mit den
transplantierten Zellen beschränkt, sondern wurde auch in weiter entfernten Zellen
gemessen (Schira et al., 2012). Diese Art von Zell-Zellkommunikation erfolgt häufiger
durch eine parakrine Sekretion von Proteinen oder die Bildung von Membranve-
sikeln. Über welchen Weg genau die Sekretion erfolgt, muss in weitergehenden
Studien eruiert werden.
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4.2.3 Sekretion von Cytokinen durch USSC

Die Sekretion von Cytokinen und Wachstumsfaktoren durch USSC wurde bereits
durch Kögler et al. (2005) gezeigt. Anhand von Antikörper-Mikroarrays wurde
nachgewiesen, dass USSC in serumhaltigem Medium LIF, VEGF, SCF, TGF-β, CSF,
IL-6, IL-8, IL-11 sowie SDF-1 sezernieren. Insbesondere konnte gezeigt werden, dass
USSC einige Wachstumsfaktoren in höheren Konzentrationen sezernieren als MSC.
In der hier vorliegenden Arbeit konnte bestätigt werden, dass SCF (CXCL12), CSF,
TGF-β und IL-8 auch unter serumfreien Kulturbedingungen von USSC sezerniert
werden. Die Sekretion von LIF, IL-6, IL-11 und SDF-1α hingegen konnte unter
serumfreien Bedingungen nicht bestätigt werden. Für den Wachstumsfaktor VEGF
konnten durch einen Antikörper Mikroarray Hinweise für eine Sekretion auch unter
diesen Bedingungen gefunden werden (positiv in 2 von 4 USSC-Sekretomen).

4.2.4 Bekannte Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-Sekretom

Der Prozess des Axonwachstums ist ein komplexer Prozess, an denen neben ex-
trazellulären Effektormolekülen auch Rezeptoren und intrazelluläre Signalwege
beteiligt sind. Im USSC-Sekretom konnten 24 Proteine identifiziert werden, die an
Axonwachstum-relevanten Signalwegen beteiligt sind.Sie können in multipler Weise
u. a. das Wachstum des Aktin-Cytoskelets und des Axonwachstums regulieren (Ng
und Luo, 2004; Nishimura et al., 2003). Allerdings sind die Funktionen dieser Protei-
ne und Netzwerke - insbesondere in nicht-neuronalen Zellen - vielseitig und nicht
ausschließlich auf Axonwachstum ausgerichtet. Daher wurde gezielt nach solchen
Proteinen gesucht, die diese Prozesse in neuronalen Zellen aktivieren können.

So konnten in dieser Arbeit mehrere bekannte Neuritenwachstumsfaktoren identi-
fiziert werden (Tab. 4.4). Es konnte TGF-β-1 identifiziert werden, welches u.a. bei
Proliferation und Differenzierung von Zellen involviert ist. TGF-β-1 kann sowohl
positiv als auch negativ auf die Produktion von Wachstumsfaktoren einwirken
(Sporn et al., 1986). Auch NRG2 (Neuregulin-2) und NRG3 (Neuregulin-3), beides
ErbB3/4-Liganden die u. a. Zellwachstum von Neuronen stimulieren können (Car-
raway et al., 1997; Zhang et al., 1997), wurden im USSC-Sekretom nachgewiesen.
Ebenso wurde NDNF (Neuron-derived neurotrophic factor) identifiziert. NDNF ist ein
potenter Neuritenwachstumsfaktor, der eine Migration von Neuronen, vermehrtes
Neuronwachstum und verstärktes Neuritenwachstum hervorrufen kann (Kuang
et al., 2010).

Für einzelne Neuritenwachstumsfaktoren konnte eine ungefähre Konzentration mit
der T3PQ-Methode (Grossmann et al., 2010) abgeschätzt werden (Tab. 4.8). So wurde
SPARC in einer relativ hohen Konzentration (ca. 390 ng/ml) im USSC-Sekretom nach-
gewiesen. SPARC ist ein Matrix-Protein, das die Aktivität von Cytokinen, Wachs-
tumsfaktoren und die Zusammensetzung der ECM modifizieren kann. Es spielt
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durch die Regulation von Zell-/Matrix-Interaktionen eine wichtige Rolle bei der
Regeneration von verletztem Gewebe (Brekken und Sage, 2001; Murphy-Ullrich,
2001). Unter anderem wird es von olfaktorischen Hüllzellen sezerniert und regt
Schwannsche Zellen zum Neuritenwachstum an (Au et al., 2007). Sezerniertes SPARC
wirkt im Nervengewebe als Wachstumsfaktor und bewirkt die Wiederherstellung
von verletzten Nervenbahnen (Au et al., 2007; Bampton et al., 2005; Ma et al., 2009).
Die wichtigsten Interaktionspartner von SPARC sind PDGF, VEGF und TGF-β-1
(Brekken und Sage, 2001), weiter bindet es Calcium, Kupfer, Collagene, Albumin
und Thrombospondin (Raines et al., 1992). SPARC kann die Expression von TGF-β-1
regulieren (Francki et al., 1999, 2004), allerdings ist über eine direkte Interaktion
bisher nichts bekannt. SPARC kann in einem autokrinen Feedback-Mechanismen die
Produktion von Matrixmetalloproteasen (MMP) positiv regulieren (Gilles et al., 1998)
und gleichzeitig von diesen gespalten werden (Sasaki et al., 1997). In der hier durch-
geführten Sekretomstudie konnte MMP2 als USSC-sekretiertes Protein identifiziert
werden. Folglich werden auch die USSC von der extrazellular hohen Konzentration
von SPARC beeinflusst.

Die neuritenwachstumsfördernde Funktion von SPARC konnte in dieser Arbeit
teilweise bestätigt werden. Wurde die Funktion von SPARC durch die Zugabe
von entsprechendem Antikörper blockiert, so konnten signifikant kürzere Neu-
riten beobachtet werden (Abb. 4.10). Die Zugabe von rekombinantem SPARC zu
unkonditioniertem Zellkulturmedium hatte hingegen keine Verbesserung des Neu-
ritenwachstums zur Folge (Abb. 4.12). Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass der
neuritenwachstumsfördende Effekt von SPARC von posttranslationalen Modifika-
tionen wie z. B. Glykosylierungen abhängig ist, die bei dem verwendeten rekom-
binanten Protein nicht in derselben Form vorliegen, wie in der USSC-sekretierten
Form von SPARC.

Die gleiche Beobachtung wurde für PEDF gemacht. PEDF, auch bezeichnet als
SERPINF1, ist ein neurotrophines Protein, welches das Überleben und das Neuri-
tenwachstum von Motoneuronen aus Hühnerembryos verbessern kann (Becerra
et al., 1993; Houenou et al., 1999). Ein PEDF-funktionsblockierender Antikörper in
USSC-konditioniertem Medium führte zu einem schlechteren Wachstum von Neu-
riten (Abb. 4.10). Die Zugabe von rekombinantem PEDF in Konzentrationen von
30–60 ng/ml zu unkonditioniertem Zellkulturmedium hatte jedoch keinen positiven
Effekt. Dies kann, wie bei SPARC, an Unterschieden in der posttranslationalen Mo-
difikation liegen. Rekombinantes PEDF kann in glykosylierter Form zu verstärktem
Neuritenwachstum führen (Stratikos et al., 1996).

Anders verhält es sich mit Neuropilin 1 (NRP), ebenfalls ein nachgewiesener Neuri-
tenwachstumsfaktor (Gorba et al., 2006). Die Zugabe eines funktionsblockierenden
Antikörpers zum USSC-Sekretom hat keinen signifikanten Einfluss auf das Neu-
ritenwachstum (Abb. 4.11). Dies zeigt nicht nur, dass NRP nicht ursächlich am
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USSC-bedingtem Neuritenwachstum beteiligt ist, sondern auch, dass nicht bereits
die Zugabe eines Antikörpers zu verschlechtertem Neuritenwachstum führt.

Im Sekretom von USSC konnten somit zwei der identifizierten Neuritenwachs-
tumsfaktoren als solche bestätigt werden. Sowohl SPARC als auch PEDF tragen als
exitatorische Faktoren zu einem verbesserten Überleben von Neuronen als auch
zu einem verstärkten Neuritenwachstum bei. Die hohe Konzentration von SPARC
(Tab. 4.8) ist bemerkenswert und lässt darauf schließen, dass SPARC einen wichti-
gen Beitrag zu dem oben beschriebenen Gleichgewicht zusteuert. Aber auch PEDF,
welches wesentlich niedriger konzentriert ist (14,89 ng/ml), beeinflusst das Neuri-
tenwachstum positiv. Eine geringere Konzentration dieses sehr potenten Faktors ist
folglich ähnlich bedeutent für die Gesamtwirkung des USSC-Sekretom, wie höher
konzentriertes SPARC. Weiter gibt es Hinweise darauf, dass die hohe extrazellu-
läre SPARC-Konzentration die Sekretion von TGF-β-1 fördert, welches ebenso als
Neuritenwachstumsfaktor wirken kann.

4.2.5 Vergleich vom USSC-Sekretom mit anderen Zelllinien

Das USSC-Sekretom unterscheidet sich von Fibroblasten- und MSC-Sekretom so-
wohl in seiner Wirkung auf primäre kortikale Neurone, als auch durch ihre Protein-
zusammensetzung. Interessanterweise konnten durch Massenspektrometrie-basierte
Proteomanalysenkonnten in dieser Arbeit im Sekretom aller drei Zelllinien Fakto-
ren nachgewiesen werden, die sich positiv auf das Neuritenwachstum auswirken
(Tab. 4.4). Die Sekretion von positiven Neuritenwachstumsfaktoren durch Fibro-
blasten führt allerdings nicht zu verstärktem Neuritenwachstum. Eine mögliche
Erklärung könnte die gleichzeitige Sekretion von inhibierenden Faktoren wie Sema-
phorin 3B sein. Dieses in der vorliegenden Studie ausschließlich durch Fibroblasten
sekretierte Protein wirkt durch Chemorepulsion überwiegend als Axonwachstum-
Inhibitor (Falk et al., 2005; Tannemaat et al., 2007). Im komplexen Zusammenspiel von
Inhibitoren und Aktivatoren überwiegt hier folglich die inhibitorische Wirkung.

MSC werden durch die Antigene CD44, CD73 (NT5E), CD90 (THY1), CD105 (En-
doglin) charakterisiert. Diese vier Proteine konnten sowohl im Sekretom von MSC
als auch im Sekretom von USSC nachgewiesen werden. CD90 und CD105 konnten
ebenso im Fibroblasten-Sekretom identifiziert werden, nicht aber CD44 und CD73.

Im Gegensatz zum USSC-Sekretom wurde das MSC-Sekretom bisher mittels diverser
Methoden analysiert (Skalnikova et al., 2011). In dieser Arbeit konnte die Sekretion
mehrerer Chemokine, Cytokine und Wachstumsfaktoren im MSC-Sekretom bestätigt
werden: SDF-1α (Potian et al., 2003; Sze et al., 2007), PDGF (Sze et al., 2007), SDF-4
(Choi et al., 2010), TNF-α (Potian et al., 2003; Sze et al., 2007), IFGBP-2, -3, -4, -5, -6
und -7 (Choi et al., 2010; Liu und Hwang, 2005; Sze et al., 2007) sowie die beiden
Metalloproteasen TIMP-1 und TIMP-2 (Choi et al., 2010; Liu und Hwang, 2005; Sze
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et al., 2007). Auch die Sekretion von SPARC durch MSC wurde von Arufe et al. (2011)
bereits berichtet. Darüber hinaus wurden in dieser Arbeit weitere MSC-sekretierte
Wachstumsfaktoren identifiziert (NDNF, PEDF), für die eine positive Wirkung auf
Neurone bereits gezeigt wurde.

4.2.6 Neue potentielle Neuritenwachstumsfaktoren
im USSC-Sekretom

Ein Ziel dieser Arbeit war es, einzelne Faktoren im USSC-Sekretom zu identifi-
zieren, die in der Lage sind, das in vitro beobachtete Neuritenwachstums hervor-
zurufen. Basierend auf der umfangreichen Katalogisierung des USSC-Sekretoms
durch Massenspektrometrie-basierte Proteomik (Kapitel 4.1.1.1) konnten mehrere
bekannte Neuritenwachstumsfaktoren (Tab. 4.4) identifiziert werden, die bereits
zuvor diskutiert wurden. Trotzdem kann nicht ausgeschlossen werden, dass bis-
her noch nicht beschriebene Faktoren aus dem USSC-Sekretom an der Förderung
des Neuritenwachstum beteiligt sind. Daher wurde ein Ansatz gewählt, in dem
das Sekretom fraktioniert wurde und die Fraktionen im NOA auf ihre biologische
Funktion getestet wurden.

Bei der Fraktionierung durch SEC konnte eine Fraktionierung erfolgreich durchge-
führt werden. In den Mikroskopaufnahmen des NOA wird jedoch deutlich, dass die
Bedingungen zur Fraktionierung nicht kompatibel mit einer primären Neuronkultur
sind (Abb. 4.8b). Durch eine mögliche Kontamination sterben sämtliche Zellen in
der Kultur. Daher wurde eine andere Lösung für die Suche nach neuen Neuriten-
wachstumsfaktoren gefunden: In einer bioinformatischen Herangehensweise wurde
ausgenutzt, dass bekannte Neuritenwachtumsfaktoren bestimmte Eigenschaften
teilen. Diese Gemeinsamkeiten wurden herausgearbeitet (Tab. 4.5) und mit den
Proteinen des USSC-Sekretoms verglichen.

Durch intensive Forschung an Neuritenwachstum und SCI-Regeneration konnten
in den vergangenen Jahren viele Faktoren nachgewiesen werden, die sowohl einen
Einfluss auf Neuritenwachstum und/oder Neuronüberleben in vitro haben als auch
solche, die in vivo zur verbesserten Regeneration nach SCI beitragen können. Ei-
ne Katalogisierung all dieser Faktoren erfolgte in der Literatur überwiegend für
Neurotrophine, einer Proteinklasse, deren Mitglieder sekretiert werden und die
unter anderem für embryonales Neuritenwachstum essentiell sind (Allen und Daw-
barn, 2006). In dieser Arbeit wurde daher durch umfangreiche Literaturrecherchen
eine Datenbank mit 84 proteinogenen Neuritenwachtumsfaktoren erstellt. Diese
Datenbank ist unabhängig von der Proteinklassifizierung generiert worden und
basiert ausschließlich auf peer-reviewed Literatur. Sie umfasst nur Faktoren, die in der
Literatur explizit als Neuritenwachstumsfaktor bezeichnet werden.
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Diese Datenbank kann nicht alle bekannte Faktoren umfassen, weil nicht alle bekann-
ten Neuritenwachstumsfaktoren explizit auf diese Weise in der Literatur beschrieben
werden (z. B. Netrin). Zum einen ist sie aufgrund dieses unvoreingenommenen Kri-
teriums unabhängig von bestimmten Proteinklassen, welche bei einer kategorischen
Herangehensweise stärker vorkommen würden. Zum anderen lässt sich die Frage,
ob ein Protein ein positiver Neuritenwachstumsfaktor ist, nicht immer eindeutig be-
antworten und bleibt Gegenstand vieler, teils widersprüchlicher Forschungen. Diese
Datenbank stellt eine unvoreingenommene, erste Übersicht der bisher beschriebenen,
sekretierten positiven Neuritenwachstumsfaktoren dar.

Durch die Charakterisierung der bekannten Neuritenwachtumsfaktoren konnten
39 biologische Prozesse, Signalwege und molekulare Funktionen der Proteine ge-
funden werden, die der Großteil der bekannten Faktoren teilt. Ein Vergleich der
Eigenschaften bekannter Neuritenwachstumsfaktoren mit den Eigenschaften der
USSC-Sekretomproteine führte zu 66 neuen potentiellen Neuritenwachsumtsfakto-
ren im USSC-Sekretom. Einige dieser Faktoren wurden bereits im Zusammenhang
mit Neuritenwachstum genannt (z. B. NDNF, Kuang et al. (2010)), aber nicht expli-
zit als Neuritenwachstumsfaktor bezeichnet. NDNF stellt keinen neuen Neuriten-
wachstumsfaktor dar, es unterstreicht aber die Fähigkeit der Methodik, Proteine mit
entsprechenden Eigenschaften aus dem USSC-Sekretom herauszufiltern.

Cystatin C (CST3) ist ein Protein, welches zwölf der für Neuritenwachtumsfakto-
ren typischen Eigenschaften teilt und daher aus dem USSC-Sekretom als potentiell
neuer Faktor in Frage kommt. Es kommt als Cysteinproteinase-Inhibitor in hoher
Konzentration in der Zerebrospinalflüssigkeit vor (Palm et al., 1995) und ist an der
Zellmigration beteiligt (Sloane et al., 1990). Zusammen mit FGF-2 ist es ein essen-
tieller Faktor für die in vitro Proliferation von neuralen Stammzellen (Taupin et al.,
2000). Die Serumkonzentration von Cystatin C kann Patienten mit einer Rücken-
marksläsion als Markerprotein für die Nierenfunktion dienen (Koçak et al., 2005). Als
potentieller Neuritenwachsumtsfaktor wurde es bisher nicht explizit in der Literatur
beschrieben. In dieser Arbeit konnte erstmals eine solche Funktion von Cystatin C
gezeigt werden. So konnte durch die Zugabe von Cystatin C ein positiver Effekt auf
die durchschnittliche Neuritenlänge beobachtet werden (Abb. 4.14). Primäre korti-
kale Neurone, die mit Cystatin C inkubiert wurden, haben um bis zu 41 % längere
Neuriten. Dies bestätigt einerseits, dass Cystatin C als Neuritenwachstumsfaktor
wirken kann, und andererseits, dass der hier gewählte bioinformatische Ansatz in
der Lage ist, entsprechende Faktoren aufzuspüren.

4.3 Fazit

Das USSC-Sekretom stellt eine komplexe Proteinmischung aus über 1 500 Proteinen
dar. In dieser Arbeit konnten im USSC-Sekretom mehrere bekannte Neuritenwachs-
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tumsfaktoren (z. B. SPARC oder PEDF), am Neuritenwachstum-beteiligte Proteine
sowie neue potentielle Neuritenwachstumsfaktoren (z. B. Cystatin C) identifiziert
und bestätigt werden. Die hohe Anzahl dieser Proteine lässt vermuten, dass nicht
nur ein singulärer Faktor für das beobachtete Neuritenwachstum verantwortlich
ist. Das USSC-Sekretom stellt ein komplexes Gleichgewicht aus potenten exitatori-
schen Neuritenwachstumsfaktoren und inhibitorischen Proteinen darstellt, das in
der Summe auf unterschiedliche Weise zu einem verstärkten Neuronenüberleben
und Neuritenwachstum führt.
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K A P I T E L F U E N F

Veränderungen von USSC durch
Transplantation in

Rückenmarksgewebe

5.1 Ergebnisse

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass USSC mehrere Protein-
faktoren sekretieren, die einen positiven Effekt bei der Regeneration von lädiertem
Rückenmark haben können. Die neuritenwachstumsfördernde Funktion von USSC
kann für die Transplantation von USSC aus dem Nabelschnurblut in die Läsionsstel-
le des Rückenmarks genutzt werden, wo die sekretierten Proteine über eine kurze
Distanz wirken können (Schira et al., 2012). Ungeklärt ist dabei aber bisher, wie USSC
durch eine Transplantation vom Gewebe im lädierten Rückenmark beeinflusst wer-
den und dabei insbesondere, ob sich die Zusammensetzung der sekretierten Proteine
durch Interaktion der Läsionsstelle mit den transplantierten USSC verändert.

In Experimenten von Schira et al. (2012) wurde gezeigt, dass Gewebelysat aus der
Rückenmarksläsionsstelle von Ratten (sog. Läsionsextrakt) attraktiv auf USSC wirkt
und sich die Zellen in einem Chemotaxis-Assay in Richtung des Gewebelysats be-
wegen. Diese Migration ist HGF-abhängig und geht ausschließlich von lädiertem
Rückenmarkslysat aus, nicht aber von Lysat aus intaktem Rückenmark. In dieser
Arbeit wurden USSC in Zellkultur mit Läsionsextrakt inkubiert1 und so eine Si-

1Die Erstellung des Gewebelysats, die Zellkultur und die Behandlung der USSC wurde von Dr.
Jessica Schira durchgeführt und koordiniert.
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tuation simuliert, wie sie nach einer Transplantation ins Rückenmark vorliegt. Von
den so behandelten USSC wurden das Proteom und das Sekretom verglichen mit
USSC, die mit einem Gewebelysat von gesunden Ratten inkubiert wurden (Abb. 5.1).
Anhand eines quantitativen Vergleichs der Proteinabundanzen im USSC-Sekretom
und im USSC-Zelllysat konnte ein Einfluss der Läsionsstelle auf USSC abgeschätzt
werden. Als zusätzliche Kontrolle diente der Vergleich mit unbehandelten USSC. Je
Zustand wurden fünf biologische Replikate durch markierungsfreie Proteinquanti-
fizierung untersucht. Die regulierten Proteine können über regulierte Signalwege
Aufschluss geben und lassen so Rückschlüsse auf die Veränderung der USSC nach
Transplantation in vivo zu.

5.1.1 Proteom von USSC nach Behandlung mit Gewebelysat
aus murinem Rückenmark

Voraussetzung für die markierungsfreie Quantifizierung ist eine geringe technische
Varianz und eine hohe Reproduzierbarkeit sowohl in der Probenvorbereitung als
auch während der LC-MS-Messung. Aus diesem Grund wurde für die Lyse der

7 Tage 

Rückenmarksläsion 
bei 5 Ratten 

Entnahme von 
Gewebe (8 mm 

um die 
Läsionsstelle)  

Lyse Kontroll- 
extrakt 10x Läsionsextrakt 

10x Kontrollextrakt 
10x unbehandelt 

24 h 
Inkubation 

Zelllysat- 
analyse 

(3x 5 Proben) 

Mediumwechsel 
(N2) 

Zelllysat- 
analyse 

Sekretom- 
analyse 

48 h 
Inkubation 

5 gesunde Ratten Entnahme von 
Gewebe (8 mm im 

Rückenmark)  

Läsions- 
extrakt 

7 Tage 

Lyse 
USSC 

je 3x 5 Proben 

Abbildung 5.1 – Experimenteller Ablauf bei der Proteomanalyse zur Quantifizierung von Verän-
derungen in USSC nach simulierter Transplantation in Rückenmarksgewebe: Lysiertes Rücken-
marksgewebe von fünf Ratten mit Rückenmarksläsion sowie von fünf gesunden Ratten wurde
mit USSC inkubiert. Ein Teil der Zellen wurde nach 24 h lysiert und das Proteom analysiert. Der
andere Teil der Zellen wurde nach Mediumwechsel für weitere 48 h (insgesamt also 72 h) inkubiert.
Anschließend wurde sowohl das Proteom als auch das Sekretom der Zellen miteinander verglichen.
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Zellen ein Ablauf mit wenigen Arbeitsschritten gewählt, bei dem die Zellen direkt
auf der Zellkulturschale durch Zugabe von Harnstoff lysiert wurden.

Insgesamt wurden 30 USSC-Zelllysate analysiert. Das Proteom von fünf biologi-
schen Replikaten wurde an zwei Zeitpunkten (24 h und 72 h) und in drei Zuständen
(behandelt mit Läsionsextrakt, behandelt mit Kontrollextrakt sowie unbehandelt)
analysiert. Aufgrund der LC-MS-bedingten technischen Variation in der Gesamtin-
tensität wurden zwei Datensätze (USSC unbehandelt nach 24 h und nach 72 h) nicht
für die weitere Auswertung herangezogen.

Durch Massenspektrometrie-basierte Proteomanalyse von 28 USSC-Lysaten konnten
insgesamt 2 502 unique Proteine im Zelllysat von USSC identifiziert werden (Tab. 6
im Anhang). 1 008 von diesen Proteinen wurden in allen 28 Datensätzen gefunden.
1 656 Proteine wurden in mindestens der Hälfte der Datensätze nachgewiesen.

Die Verteilung der identifizierten Proteine auf subzelluläre Kompartimente ist in
Abb. 5.2 dargestellt. Der überwiegende Teil der Proteine ist hauptsächlich im Cytosol
lokalisiert. Es konnten aber gleichzeitig auch viele nukleäre Proteine (525), mito-
chondriale Proteine (123) sowie extrazelluläre Proteine (66) nachgewiesen werden.

5.1.2 Quantifizierung der Veränderungen im USSC-Proteom

Von den 2 502 im Zelllysat von USSC identifizierten Proteinen konnte mehr als die
Hälfte quantifiziert werden. 1 343 Proteine (53,7 %) wurden in mindestens drei von
fünf biologischen Replikaten in jeder Gruppe identifizert. Die relative Intensität
der Proteine weist zwischen allen Datensätze eine hohe Korrelation sowohl zwi-
schen verschiedenen Zeitpunkten als auch unterschiedlich behandelten Zellen auf
(Abb. 5.3). Dies unterstreicht, dass die Probenvorbereitung reproduzierbar abgelau-
fen ist und die Proben für eine markierungsfreie Quantifizierung mittels LC-MS
geeignet sind.

Anhand einer Hauptkomponentenanalyse (Abb. 5.4) wird deutlich, dass klar zwi-
schen den beiden Zeitpunkten, aber auch zwischen den Behandlungsarten un-
terschieden werden kann. Gleichzeitig bestätigt sie die hohe Übereinstimmung
zwischen den biologischen Replikaten.

5.1.2.1 Statistische Auswertung

Veränderungen im USSC-Proteom nach Behandlung mit Gewebeextrakt zeigen, wie
sich USSC in Kultur von Rückenmarkszellen beeinflussen lassen. Der experimentelle
Aufbau stellt dabei eine vereinfachte Simulation der Transplantation von USSC in
Rückenmarksgewebe dar.
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Abbildung 5.2 – Subzelluläre Lokalisation der identifizierten Proteine: Im Zelllysat von USSC
konnten insgesamt 2 502 unique Proteine identifiziert werden. Ihre subzelluläre Lokalisation ba-
sierend auf den Einträgen in der Uniprot-Datenbank (Dimmer et al., 2012) deckt viele intrazellu-
läre Kompartimente ab (Mehrfachnennung möglich). Darüber hinaus konnten auch Proteine, die
überwiegend extrazellulär oder in membrangebundenen Vesikeln lokalisiert sind, im Zelllysat
nachgewiesen werden.

Im vorangegangenen Abschnitt konnte gezeigt werden, dass zwischen den hier un-
tersuchten Zuständen eine große Übereinstimmung in der Abundanz der Proteine
herrscht. Signifikante Unterschiede, sowohl zwischen behandelten und unbehan-
delten Zellen als auch zwischen den verschiedenen Zeitpunkten, wurden durch
eine zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) herausgearbeitet. Dabei wurden drei
Modelle unabhängig voneinander betrachtet (Abb. 5.5).

5.1.2.2 Signifikante Veränderung durch Inkubation mit Läsionslysat

Durch den Vergleich der drei unterschiedlich behandelten USSC kann ein spezifi-
scher Einfluss des Läsionslysat untersucht werden. Proteine, die ausschließlich durch
die Behandlung mit Läsionslysat reguliert werden, nicht aber durch die Behand-
lung mit intaktem Rückenmarksgewbe, lassen auf läsionspezifische Veränderungen
schließen (Abb. 5.5, Modell 1). Dieser Vergleich wurde für beide Zeitpunkte getrennt
durchgeführt. Signifikant unterschiedlich konzentrierte Proteine sind in den Tabel-
len 5.1 (24 h) und 5.2 (72 h) aufgelistet. Nach 24 h kommen sieben Proteine stärker in
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Abbildung 5.3 – Vergleich der relativen Proteinintensitäten im USSC-Lysat verschiedener Zu-
stände: Die Korrelation der relativen Intensität aller quantifizierter Proteine (angegeben als log2-
Werte) zwischen zwei biologischen Replikaten (a) liegt bei 98,8 %. Zwei Zeitpunkte desselben
Zustandes (b) korrelieren zu 96,6 %. Die Intensitäten zwischen behandelten USSC und unbehandel-
ten USSC nach 24 h korrelieren zu 98,2 % (c), nach 72 h (d) zu 98,1 %.
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Abbildung 5.4 – Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Proteinintensitäten im USSC-Zelllysat:
Der Unterschied zwischen den hier untersuchten Zeitpunkten wird deutlich. Basierend auf den
gemessenen Proteinintensitäten lässt sich mit Ausnahme von drei Proben (K5, K7 und L9) auch
zwischen den unterschiedlich behandelten USSC differenzieren (L = USSC behandelt mit Läsions-
extrakt, K = USSC behandelt mit Kontrollextrakt, O = USSC unbehandelt). Für die Darstellung
wurden nur die 1 008 Proteine berücksichtigt, die in allen 28 Datensätzen quantifiziert wurden.

Tabelle 5.1 – Proteine, die nach 24 h Inkubation mit Läsionslysat signifikant reguliert sind:

Genname Proteinname p-Wert Veränderung
L24/K24 L24/K24

VCAN Versican core protein 3,74E-03 +1,73
PLA2G4A Phospholipase A2 4,92E-02 +1,51
DDX5 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5 3,18E-02 +1,45
ALDH1A3 Aldehyde dehydrogenase family 1 member A3 2,02E-02 +1,36
GFPT2 Glucosamine–fructose-6-phosphate aminotransfera-

se 2
6,00E-04 +1,35

SDCBP Syntenin-1 4,80E-02 +1,27
HM13 Minor histocompatibility antigen H13 4,43E-02 +1,21

PRKAR2A cAMP-dependent protein kinase type II-alpha regu-
latory subunit

8,01E-03 -1,27

PSAT1 Phosphoserine aminotransferase 7,62E-03 -1,28
TPI1 Triosephosphate isomerase 3,58E-02 -1,34
DDAH2 N(G),N(G)-dimethylarginine dimethylaminohydro-

lase 2
3,97E-02 -1,35

HIST2H2AA3 Histone H2A type 2-A 2,76E-04 -1,45
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Tabelle 5.2 – 46 Proteine, die nach 72 h nur durch Behandlung mit Läsionslysat signifikant regu-
liert sind:

Genname Proteinname p-Wert Veränderung
L72/K72 L72/K72

IRP1 Cytoplasmic aconitate hydratase 5,72E-03 +1,96
SURF4 Surfeit locus protein 4 4,39E-02 +1,88
PLA2G4A Phospholipase A2 5,26E-03 +1,79
HTRA1 Serine protease HTRA1 1,73E-02 +1,57
KHDRBS1 KH domain-containing, RNA-binding, signal trans-

duction-associated protein 1
3,94E-02 +1,54

NAMPT Nicotinamide phosphoribosyltransferase 2,98E-03 +1,54
EGFR Epidermal growth factor receptor 4,04E-03 +1,42
ITGB1 Integrin beta-1 3,18E-03 +1,35
MATR3 Matrin-3 1,39E-02 +1,30
SEC24D Protein transport protein Sec24D 4,53E-02 +1,30
HNRNPD Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D0 4,67E-02 +1,30
PARP4 Poly [ADP-ribose] polymerase 4 8,47E-03 +1,29
VARS Valine–tRNA ligase 2,37E-02 +1,26
PSMD2 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2 3,56E-02 +1,23
HDLBP Vigilin 3,62E-02 +1,21

RARS Arginine–tRNA ligase, cytoplasmic 3,82E-02 -1,14
HSPA1A Heat shock 70 kDa protein 1A/1B 1,39E-02 -1,19
HSPB1 Heat shock protein beta-1 3,00E-03 -1,20
NAGK N-acetyl-D-glucosamine kinase 1,50E-02 -1,21
ALDOA Fructose-bisphosphate aldolase 4,89E-02 -1,21
ASNS Asparagine synthetase 1,08E-02 -1,22
SEP7 Septin-7 7,75E-03 -1,26
P4HA1 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1 1,50E-03 -1,26
FSCN1 Fascin 1,17E-02 -1,27
DES Desmin 3,31E-03 -1,27
GOT1 Aspartate aminotransferase 4,58E-02 -1,28
PSAT1 Phosphoserine aminotransferase 5,99E-03 -1,29
RPS8 40S ribosomal protein S8 7,89E-03 -1,29
PEBP1 Hippocampal cholinergic neurostimulating peptide 1,60E-03 -1,30
FKBP10 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP10 4,00E-02 -1,31
RNH1 Ribonuclease inhibitor 3,66E-03 -1,32
TPM3 Tropomyosin alpha-3 chain 3,63E-02 -1,32
SEP11 Septin-11 2,26E-02 -1,34
TPM4 Tropomyosin alpha-4 chain 5,97E-03 -1,33
CALD1 Caldesmon 3,86E-03 -1,34
PABPC4 Polyadenylate-binding protein 4 4,55E-03 -1,36
ALDH1A3 Aldehyde dehydrogenase family 1 member A3 1,61E-02 -1,38
PAWR PRKC apoptosis WT1 regulator protein 2,21E-02 -1,40
PPAP2B Lipid phosphate phosphohydrolase 3 4,30E-03 -1,41
TES Testin 4,10E-02 -1,41
NAE1 NEDD8-activating enzyme E1 regulatory subunit 3,46E-02 -1,53
EIF4H Eukaryotic translation initiation factor 4H 1,42E-02 -1,54
TCEA1 Transcription elongation factor A protein 1 2,61E-03 -1,54
NUDC Nuclear migration protein nudC 7,14E-03 -1,54
PFDN2 Prefoldin subunit 2 1,55E-02 -1,58
GLS Glutaminase kidney isoform, mitochondrial 1,33E-02 -1,59
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Abbildung 5.5 – Vergleich von unterschiedlich behandelten USSC: Bei dem statischen Vergleich
der Proteinabundanzen von unterschiedlich behandelten USSC wurden drei Modelle durch zwei-
faktorielle Varianzanalyse unabhängig voneinander betrachtet. (1) Die Behandlung mit Läsionslysat
verändert die Proteinabundanz. (2) Die längere Inkubationsdauer verändert die Proteinabundanz.
(3) Die Behandlung mit Rückenmarksgewebe verändert die Proteinabundanz, unabhängig davon,
ob Lysat von intaktem oder lädiertem Rückenmark verwendet wurde. (4) Legende

läsionsbehandelten Zellen vor, während fünf Proteine schwächer vorkommen. Nach
72 h sind 15 Proteine durch die Behandlung mit Läsionslysat stärker und 31 Proteine
schwächer konzentriert.

Für die vier Proteine VCAN, EGFR, SEP11 und TCEA1 ist die Regulation in einem
Scatterblot dargestellt (Abb. 5.6). Drei Proteine sind sowohl nach 24 h als auch nach
72 h signifikant unterschiedlich. Dies sind PLA2G4A, ALDH1A3 und PSAT1.

5.1.2.3 Einfluss einer längeren Inkubationsdauer

Ob das Proteom von USSC durch eine längere Wachstumsphase in Zellkultur verän-
dert werden, konnte der Vergleich der Proteinintensitäten der beiden untersuchten
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Abbildung 5.6 – Expression von vier Proteinen, die nach Inkubation mit Läsionslysat in USSC
differentiell vorhanden sind: (a) VCAN ist signifikant stärker vorhanden nach Behandlung mit
Läsionsgewebelysat, sowohl nach 24 h (schwarz) als auch nach 72 h (rot). (b) EGFR ist in unbehan-
delten USSC und in mit intaktem Gewebelysat behandelten USSC nach 72 h signifikant schwächer
vorhanden, in mit Läsionsgewebelysat behandelten USSC nach 72 h aber konstant. (c) SEP11 ist in
unbehandelten USSC und in mit intaktem Gewebelysat behandelten USSC nach 72 h signifikant
stärker abundant, in mit Läsionsgewebelysat behandelten USSC nach 72 h konstant. (d) TCEA1 ist
in mit Läsionsgewebelysat behandelten USSC nach 72 h konstant, während es in mit unbehandelten
USSC und in mit intaktem Gewebelysat behandelten USSC signifikant stärker vorhanden ist.
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Zeitpunkte zeigen (Abb. 5.5, Modell 2). Insgesamt wurden 374 Proteine als diffe-
renziell zwischen den beiden Zeitpunkten einer Behandlung detektiert (Tab. 7 im
Anhang).

Dabei konnten kleinere behandlungsbedingte, zeitabhängige Unterschiede festge-
stellt werden. Der Großteil der zeitabhängig regulierten Proteine ist unabhängig von
einer Behandlung mit Lysat reguliert (Abb. 5.7). Von 192 zum späteren Zeitpunkt
hochregulierten Proteinen sind 117 Proteine unabhängig von der Behandlung re-
guliert und nur 33 Proteine ausschließlich nach einer Behandlung mit einem der
Lysate (Abb. 5.7a). So sind die 11 Proteine ECH1, ECHS1, ARL6IP5, SLC25A12,
BLCRB, SLC25A3, HRNRNPD, ALDH18A1, APMAP, AP2A2 und RPN2 nur nach
Behandlung mit Läsionslysat nach 72 h hochreguliert, nicht aber in unbehandelten
Zellen.

Von 182 Proteinen, die nach 72 h schwächer abundant vorkommen als nach 24 h, sind
76 Proteine unabhängig von der Behandlung reguliert (Abb. 5.7b). 17 Proteine sind
ausschließlich nach Behandlung mit Läsionslysat reguliert. Dies sind die Proteine
CSE1L, ABCE1, COPA, FLNA, ZYX, AP1G1, UFD1L, ALDOA, API5, PARVA, EIF3F,
ACOT7, UBE2K, MYBBP1A, LSM12, EIF4H und PRPS1.

(a) (b)

Abbildung 5.7 – Anzahl zeitabhängig regulierter Proteine in unterschiedlich behandelten
USSC-Kulturen: 192 Proteine sind nach 72 h signifikant hochreguliert (a), während nach 72 h
Inkubatiuonszeit 182 Proteine signifikant schwächer in USSC detektiert wurden (b).
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Tabelle 5.3 – Proteine, die signifikant nach Behandlung reguliert sind: Sechs der 36 Proteine sind
nur zu einem Zeitpunkt signifikant reguliert (fett hervorgehoben). 30 Proteine weisen sowohl nach
24 h als auch nach 72 h eine signifikante Regulation zwischen unbehandelten (O) und behandelten
USSC (K = mit Kontrolllysat, L = mit Läsionslysat) auf. P-Werte < 0,05 sind angegeben.

Genname Proteinname p-Wert Veränderung
O/L O/K O/L O/K

Proteine, die nach Behandlung schwächer vorhanden sind

ELN Elastin 1,69E-04 1,18E-03 +3,54 +4,40
TPM1 Tropomyosin alpha-1 chain 1,78E-02 4,50E-02 +3,29 +2,25
SLC1A4 Neutral amino acid transporter A 4,99E-04 1,32E-02 +2,39 +2,17
PSAT1 Phosphoserine aminotransferase 9,86E-07 6,44E-04 +1,91 +1,49
ACTA1 Actin, aortic smooth muscle 2,29E-05 5,81E-03 +1,89 +1,66
PPAP2B Lipid phosphate phosphohydrolase 3 4,81E-04 1,44E-03 +1,80 +1,43
RRAS Ras-related protein R-Ras 3,86E-03 1,75E-02 +1,74 +1,66
HSPG2 Endorepellin 5,64E-03 2,12E-03 +1,69 +1,52
PALLD Palladin 5,56E-04 3,23E-03 +1,63 +1,43
HSPB1 Heat shock protein beta-1 1,46E-06 4,68E-07 +1,63 +1,40
SLC3A2 4F2 cell-surface antigen heavy chain 1,08E-05 7,61E-03 +1,61 +1,54
CALD1 Caldesmon 3,03E-03 2,81E-02 +1,56 +1,35
TPM4 Tropomyosin alpha-4 chain +1,51 +1,23
LMO7 LIM domain only protein 7 2,90E-03 1,01E-02 +1,48 +1,38
DES Desmin 1,19E-03 2,71E-02 +1,47 +1,23
STAT1 Signal transducer and activator of tran-

scription 1-alpha/beta
3,09E-02 5,35E-05 +1,45 +1,31

P4HA1 Prolyl 4-hydroxylase subunit alpha-1 1,35E-03 3,94E-02 +1,40 +1,25
EHD2 EH domain-containing protein 2 1,85E-02 9,89E-05 +1,36 +1,41
DAB2 Disabled homolog 2 +1,19 +1,22

Proteine, die nach Behandlung stärker vorhanden sind

PDCD4 Programmed cell death protein 4 -1,14 -1,27
COL12A1 Collagen alpha-1(XII) chain -1,15 -1,03
HSPD1 60 kDa heat shock protein, mitochon-

drial
4,10E-02 1,71E-02 -1,20 -1,24

GNAI2 Guanine nucleotide-binding protein
G(i) subunit alpha-2

2,19E-02 3,37E-02 -1,23 -1,31

LAMB1 Laminin subunit beta-1 -1,34 -1,18
LRP1 Low-density lipoprotein receptor-

related protein 1 85 kDa subunit
4,96E-02 2,07E-02 -1,41 -1,38

FAM129B Niban-like protein 1 1,08E-02 4,06E-04 -1,51 -1,42
ASPH Aspartyl/asparaginyl β-hydroxylase 9,35E-05 4,89E-02 -1,51 -1,46
COL6A1 Collagen alpha-1(VI) chain 3,35E-06 5,78E-04 -1,57 -1,44
NT5E 5-nucleotidase 5,86E-06 9,02E-03 -1,62 -1,54
PC Pyruvate carboxylase, mitochondrial 1,98E-02 7,74E-03 -1,64 -1,65
H6PD Glucose 1-dehydrogenase 6,44E-03 1,88E-03 -1,72 -1,59
COL6A2 Collagen alpha-2(VI) chain 4,15E-05 4,35E-05 -1,81 -1,69
NRP1 Neuropilin-1 2,49E-03 1,29E-02 -1,90 -1,71
GFPT2 Glucosamine-fructose-6-phosphate

aminotransferase 2
1,20E-06 2,87E-06 -2,03 -1,69

ANPEP Aminopeptidase N 1,05E-06 5,02E-07 -1,90 -1,90
COL6A3 Collagen alpha-3(VI) chain 1,99E-06 2,17E-05 -2,07 -1,92
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5.1.2.4 Vergleich von behandelten und unbehandelten USSC

Ob USSC nicht nur durch Läsionslysat, sondern generell durch die Behandlung mit
Rückenmarksgewebe beeinflusst werden, wurde durch den Vergleich von unbehan-
delten und behandelten USSC untersucht (Abb. 5.5, Modell 3). In Tab. 5.3 sind 36
Proteine aufgelistet, die sowohl nach Behandlung mit gesundem als auch nach Be-
handlung mit lädiertem Rückenmarkslysat eine signifikante Regulation, verglichen
mit unbehandelten USSC, zeigen. 30 Proteine sind sowohl nach 24 h als auch nach
72 h Inkubation unterschiedlich stark konzentriert, während sechs Proteine (STAT1,
PDCD4, COL12A1, LAMB1, TPM4, DAB2) nur an einem der beiden Zeitpunkte als
differenziell detektiert wurden. 19 Proteine sind nach Behandlung stärker abundant,
17 Proteine schwächer.

5.1.2.5 Quantifizierung und Identifizierung von CD-Antigenen zur Charakteri-
sierung von USSC

CD-Antigene sind Proteine, die als Oberflächenmarker zur immunphänotypischen
Charakterisierung von Zellen verwendet werden. Im USSC-Lysat wurden 34 CD-
Antigene identifiziert (aufgelistet in Tab. 5.4), die hilfreich für die weitere Typi-
sierung von USSC und zur Unterscheidung der USSC von anderen Zelltypen im
Nabelschnurblut sein können.

Von den 34 identifizierten CD-Antigenen wurden zehn Proteine als reguliert zwi-
schen den Zeitpunkten bzw. zwischen den Behandlungen detektiert. So sind CD13,
CD29, CD49b, CD71 und CD109 nach 72 h signifikant reguliert. CD73, CD91, CD98
und CD304 hingegen sind signifikant nach einer Behandlung mit Lysat reguliert.
CD108 wurde ausschließlich in behandelten USSC identifiziert und deshalb nicht
quantifiziert.

5.1.3 Sekretomanalyse von behandelten USSC

Parallel zum Zelllysat wurde das Sekretom von behandelten und unbehandelten
USSC nach 72 h untersucht. Dazu wurde der Zellkulturüberstand durch Lyophi-
lisierung aufkonzentriert, über eine kurze 1D-PAGE von störenden Salzen befreit
und schließlich über LC-MS aufgetrennt und analysiert. Insgesamt konnten auf
diese Weise 611 humane Proteine in 15 Datensätzen (drei Zustände mit je fünf bio-
logischen Replikaten) nachgewiesen werden. 175 Proteine (29 %) wurden in allen
Zuständen und Replikaten identifiziert, 370 Proteine (61 %) in mehr als der Hälfte
der Datensätze.
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Tabelle 5.4 – CD-Antigene, die im USSC-Zelllysat identifiziert wurden: Proteine, die nach Be-
handlung oder zwischen den beiden Zeitpunkten differentiell vorkommen, sind fett hervorgehoben.

CD- Gen- Proteinname Regulation
Antigen name

CD13 ANPEP Aminopeptidase N nach 72 h hochreguliert
CD29 ITGB1 Integrin beta-1 nach Behandlung und 72 h

hochreguliert
CD44 CD44 CD44 antigen keine signifikante Regulation
CD47 CD47 Leukocyte surface antigen CD47 keine signifikante Regulation
CD49b ITGA2 Integrin alpha-2 nur in behandelten USSC

identifiziert, nach 72 h her-
unterreguliert

CD49c ITGA3 Integrin alpha-3 keine signifikante Regulation
CD49e ITGA5 Integrin alpha-5 keine signifikante Regulation
CD51 ITGAV Integrin alpha-V keine signifikante Regulation
CD54 ICAM1 Intercellular adhesion molecule-1 keine signifikante Regulation
CD71 TFRC Transferrin receptor protein 1 nach 72 h herunterreguliert
CD73 NT5E 5’-nucleotidase nach Behandlung herunter-

reguliert
CD90 THY1 Thy-1 membrane glycoprotein keine signifikante Regulation
CD91 LRP1 Low density lipoprotein-related protein

1
nach Behandlung herunter-
reguliert

CD98 SLC3A2 4F2 cell-surface antigen heavy chain nach Behandlung hochregu-
liert

CD167b DDR2 Discoidin domain-containing receptor 2 keine signifikante Regulation
CD105 ENG Endoglin keine signifikante Regulation
CD106 VCAM1 Vascular cell adhesion protein 1 keine signifikante Regulation
CD107a LAMP1 Lysosome-associated membrane glyco-

protein 1
keine signifikante Regulation

CD107b LAMP2 Lysosome-associated membrane glyco-
protein 2

keine signifikante Regulation

CD108 SEMA7A Semaphorin-7A nur in behandelten USSC
identifiziert

CD109 CD109 150 KDa TGF-beta-1 binding protein nach 72 h hochreguliert
CD112 PVRL2 Poliovirus receptor related protein 2 keine signifikante Regulation
CD140a PDGFRA Alpha-type PDGF receptor keine signifikante Regulation
CD140b PDGFRB Beta-type PDGF receptor keine signifikante Regulation
CD147 BSG Basigin keine signifikante Regulation
CD166 ALCAM Activated leukocyte-cell adhesion mole-

cule
keine signifikante Regulation

CD203a ENPP1 Ectonucleotide pyrophosphatase keine signifikante Regulation
CD222 IGF2R Insulin-like growth factor II receptor keine signifikante Regulation
CD248 CD248 Endosialin keine signifikante Regulation
CD262 TNFRSF10B Death receptor 5 keine signifikante Regulation
CD298 ATP1B3 Sodium/potassium-transporting ATPa-

se beta-3 chain
keine signifikante Regulation

CD304 NRP1 Neuropilin-1 nach Behandlung herunter-
reguliert

CD315 PTGFRN Prostaglandin F2 receptor negative regu-
lator

keine signifikante Regulation

CD325 CDH2 Cadherin-2 keine signifikante Regulation
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Von 611 in diesem Experiment im USSC-Sekretom identifizierten Proteinen konnten
266 Proteine (44 %) quantifiziert werden. 167 Proteine sind signifikant unterschied-
lich konzentriert zwischen einer der Behandlungsgruppen. Die größten Unterschiede
wurden zwischen den Sekretomen der behandelten und der unbehandelten USSC
festgestellt. Hier sind 98 Proteine nach Behandlung stärker, 30 schwächer konzen-
triert (Tab. 8 im Anhang).

Zwischen den mit lädiertem und den mit gesundem Gewebe behandelten USSC
wurden drei Proteine stärker nach Behandlung mit gesundem Kontrollgewebe und
neun Proteine stärker nach Behandlung mit Läsionsgewebe detektiert (Tab. 5.5).

Tabelle 5.5 – Unterschiede zwischen dem Sekretom von USSC, die mit Rückenmarksgewebe
behandelt wurden (K = Kontrollgewebe, L = Läsionsgewebe):

Genname Proteinname p-Wert Veränderung
LS/KS LS/KS

RAP1A Ras-related protein Rap-1A 9,89E-03 +2,04
EXT2 Exostosin-2 2,61E-02 +1,92
SSC5D Soluble scavenger receptor cysteine-rich domain-

containing protein SSC5D
7,49E-03 +1,68

TNC Tenascin 2,83E-03 +1,64
EMILIN1 EMILIN-1 2,20E-02 +1,54
SERPINE2 Glia-derived nexin 5,75E-03 +1,53
COL3A1 Collagen alpha-1(III) chain 2,96E-03 +1,39
EFEMP2 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix pro-

tein 2
2,42E-02 +1,35

GDI2 Rab GDP dissociation inhibitor beta 3,20E-02 +1,21

MYH9 Myosin-9 4,50E-02 -1,27
HSP90AB1 Heat shock protein HSP 90-beta 4,12E-02 -1,42
CALU Calumenin 3,68E-03 -1,78

5.1.4 Quantifizierung von Neuritenwachstumsfaktoren im USSC-
Sekretom

Im Zelllysat von USSC konnte eine Reihe von bekannten Neuritenwachstumsfak-
toren identifiziert und quantifiziert werden, die bereits im Sekretom der Zellen
nachgewiesen wurden. Von den 20 bekannten Neuritenwachstumsfaktoren im
USSC-Sekretom (Tab. 4.4 auf Seite 52) konnten 14 ebenfalls im Zelllysat von USSC
identifiziert werden. Die Proteine CLU, Gelsolin, MIF, Moesin, Nidogen, Periostin,
SERPINE1, SERPINE2 sowie Tenascin wurden identifiziert, nicht aber quantifiziert.
Für Laminin B1 wurde eine signifikante Regulation zwischen unbehandelten und
behandelten USSC festgestellt (Tab. 5.3). In gleicher Weise wurde auch Neuropilin 1
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reguliert. Versican V1 ist spezifisch nur nach Behandlung mit Läsionslysat stärker
vorhanden.

SPARC, welches als abundantes Protein mit vielversprechender Funktion in Kapi-
tel 4.1.7 bereits untersucht wurde, konnte sowohl im Zelllysat als auch im Sekretom
behandelter und unbehandelter USSC detektiert und quantifiziert werden. Ein si-
gnifikanter Unterschied konnte für die Konzentration von SPARC im Sekretom
festgestellt werden. Im Sekretom behandelter USSC (Abb. 5.8b) ist SPARC nach
48 h signifikant schwächer vorhanden, wenn die Zellen vorher mit dem Lysat aus
murinem Rückenmark inkubiert wurden. Zwischen unbehandelten USSC und mit
Läsionslysat behandelten USSC ist eine 2,6-fach schwächer Abundanz und zwischen
unbehandelten USSC und mit Kontrolllysat behandelten USSC eine 2,0-fach schwä-
chere Abundanz detektiert worden. Dies konnte durch Immunodetektion bestätigt
werden (Abbildungen 5.8 und 5.9).
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Abbildung 5.8 – Quantifizierung von SPARC im USSC-Zelllysat und Sekretom: Durch markie-
rungsfreie Massenspektrometrie-basierte Quantifizierung konnte kein Unterschied der SPARC-
Abundanz im USSC-Zelllysat festgestellt werden (a). Im Sekretom behandelter USSC (b) ist SPARC
nach 48 h signifikant schwächer vorhanden, wenn die Zellen vorher mit dem Lysat aus murinem
Rückenmark inkubiert wurden. Zwischen unbehandelten USSC und mit Läsionslysat behandel-
ten USSC ist eine 2,6-fach schwächere Expression und zwischen unbehandelten USSC und mit
Kontrolllysat behandelten USSC eine 2,0-fach schwächere Expression detektiert worden.
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Abbildung 5.9 – Immunodetektion von SPARC im USSC-Zelllysat und Sekretom: Durch Immu-
nodetektion (Färbung mit SPARC-Antikörper) konnte SPARC sowohl im Sekretom als auch im
Zelllysat von unbehandelten und behandelten USSC nachgewiesen werden. Im Sekretom wurde
eine Abnahme der SPARC-Konzentration in behandelten USSC festgestellt.

5.2 Diskussion

Im vorangegangenen Kapitel wurde bereits das neuritenwachstumsfördernde Poten-
tial des USSC-Sekretoms eingehend diskutiert und gezeigt, dass diese Stammzellen
mehrere neuritenwachstumsfördernde Faktoren sekretieren. Ob der in Kapitel 4 in
vitro beobachtete parakrine Effekt auch für die in vivo beobachtete Neuronregene-
ration verantwortlich ist oder ob USSC sich möglicherweise durch die veränderte
Umgebung komplett anders verhalten, wurde in einer umfangreichen, quantitati-
ven Proteomstudie untersucht. Dazu wurde durch die Behandlung der Zellen mit
Gewebelysat eine Situation simuliert, wie sie nach Transplantation der USSC ins
Rückenmark vorliegt. Die Auswirkungen auf das Gesamtproteom von USSC wie
auch auf das Sekretom wurden mittels markierungsfreier Quantifizierung detek-
tiert.

Die hier beschriebene differentielle Analyse von USSC-Zelllysat stellt die erste
beschriebene Proteomanalyse dieses Zelltypes dar. Die 2 502 identifizierten Proteine
verteilen sich über nahezu alle Zellkompartimente (Abb. 5.2).

Durch Quantifizierung von 1 343 Proteinen im Zelllysat von USSC konnte ein Ein-
fluss der Behandlung mit Gewebelysat aus murinem Rückenmark festgestellt wer-
den. Dabei wirkt sich Gewebelysat aus gesundem Rückenmark anders aus als
Gewebelysat aus einer Läsionsstelle im Rückenmark. Diese Behandlung verändert
die USSC derart, dass auch nach weiteren 48 h Inkubation unter normalen Kul-
turbedingungen noch Veränderungen sowohl im Proteom als auch im Sekretom
festgestellt werden konnten.
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5.2.1 Einfluss einer Behandlung mit Rückenmarkslysat aus einer
Läsionsstelle

Eine wichtige Fragestellung dieses Experimentes war, ob sich das Proteom von USSC
durch Behandlung mit Lysat aus der Läsionsstelle verändert und ob es Unterschiede
zu der Behandlung mit Lysat aus gesundem Rückenmarksgewebe gibt. Es konnte
gezeigt werden, dass die behandelten Zellen sich bereits nach 24 h unterscheiden
(Tab. 5.1). Die signifikanten Konzentrationsunterschiede in der Abundanz einzelner
Proteine sind dabei aber kleiner als Faktor 1,80. Ein Protein, das beispielsweise
nach spezifischer Behandlung stärker konzentriert ist, ist das Versican Core Protein
(VCAN), das in der ECM wichtige Aufgaben in der Zellbewegung übernimmt
(Abb. 5.6a). Als Proteoglykan wirkt VCAN in der Läsionsnarbe stark inhibierend
auf die Regeneration (Davies et al., 1999; Schmalfeldt et al., 2000; Tang et al., 2003)
und wird nach einer Rückenmarksverletzung in Schwannschen Zellen hochreguliert
(Plant et al., 2001). In der hier parallel durchgeführten quantitativen Sekretomanalyse
wurde festgestellt, dass VCAN von behandelten Zellen (allerdings unabhängig von
der Art des Gewebes) um den Faktor 2 stärker sekretiert wird als in unbehandelten
Zellen (Tab. 8 im Anhang).

Syntenin-1 (SDCBP) ist als weiteres identifiziertes Protein aus USSC an der Axono-
genese beteiligt und kommt wie VCAN stärker in läsionsbehandelten Zellen vor
(Faktor 1,27). Syntenin-1 ist ein PDZ-Domänen-Protein, das überwiegend an der
Zytoskelett/Membran-Organisation beteiligt ist, aber ebenso über die L1-Familie der
Celladhäsionsmoleküle (L1CAM) in Neuronen direkt zum Axonwachstum beitragen
kann (Herron et al., 2009). Möglich ist also, dass die verletzten Nervenbahnen zur
Aktivierung der USSC beitragen können. Ebenso denkbar ist, dass Syntenin-1 ähn-
lich wie VCAN die Zytoskelettreorganisation unterstützt und so auf eine veränderte
Motilität der USSC hinweist.

Nach Entfernen des Lysates und weiteren 48 h Inkubation ist ein anhaltender Effekt
zu beobachten (Tab. 5.2). Integrin beta-1 (ITGB1, auch bezeichnet als Fibronectin-
Rezeptor β oder CD29), und der EGF-Rezeptor (EGFR) sind beide nach 72 h hoch-
reguliert, nicht aber nach 24 h. Das Zelladhäsionsprotein ITGB1 ist an zahlreichen
Interaktionen zwischen ECM und Zellmembran beteiligt (z. B. mit Laminin und
Collagenen). Es ist nach Behandlung mit Läsionslysat signifikant stärker abundant.
Für EGFR wurde ein ähnliches Abundanzprofil beobachtet. Sowohl ITGB1 als auch
EGFR sind an der Zelltaxis beteiligt (Ayuso-Sacido et al., 2010; Balzac et al., 1994).

Phospholipase A2 (PLA2G4A) ist sowohl nach 24 h als auch nach 72 h signifikant
hochreguliert in läsionslysatbehandelten Zellen. Dieses Enzym hydrolysiert mem-
brangebundene Glycerophospholipide und setzt ungebundene Fettsäuren und Lyso-
phospholipide frei, die eine Immunantwort hervorrufen können (Ryborg et al., 1994).
Die hier quantifizierte cytosolische Phospholipase A2 wirkt in der Läsionsstelle
protektiv auf das Nervengewebe und neuronwachstumsfördernd (López-Vales et al.,
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2011). Die Beobachtung, dass PLA2G4A nach Rückenmarksläsion in der Läsions-
stelle stärker exprimiert wird, wurde bereits im Tiermodell bestätigt (López-Vales
et al., 2011). Nicht nur in USSC wird also die Expression von PLA2G4A durch
Läsionsgewebe angeregt, sondern auch in anderen Zellen der Läsionsstelle.

Daraus wird geschlossen, dass nach 24 h zunächst eine Veränderung des Zytoskeletts
abläuft und anschließend während fortlaufender Inkubation intrazelluläre Protei-
ne und Rezeptoren auf der Zelloberfläche exprimiert werden, die eine gerichtete
Bewegung zu einem externen Stimulus (in diesem Fall zur Läsionsstelle) ermög-
lichen. Gleichzeitig wird die Sekretion bestimmter Faktoren wie Phospholipiden
angeregt.

5.2.2 Einfluss einer Behandlung mit Rückenmarkslysat

Nach Behandlung mit Gewebelysat (unabhängig ob aus intaktem Gewebe oder
aus der Läsionsstelle) sind mehrere Proteine schwächer konzentriert, die an der
Reorganisation des Cytoskeletts beteiligt sind (EHD2, LMO7, ACTA1, CALD1, DES,
ELN, PALLD, TPM1). Drei Proteine, die zur Reorganisation der ECM beitragen
(ELN, P4HA1, HSPG2), wurden als schwächer konzentriert detektiert. Insbesondere
das Strukturprotein Elastin kommt nach Behandlung um den Faktor 4,40 schwächer
konzentriert vor (Tab. 5.3). Vier Proteine (ALD1, HSPB1, TPM1 und TPM4) sind am
biologischen Prozess der Zellbewegung beteiligt (Crabos et al., 1991; Doshi et al.,
2010; Eppinga et al., 2006) und sind ebenfalls nach Behandlung mit Gewebelysat
herunterreguliert.

Der Transkriptionsfaktor STAT1 ist nach Behandlung mit Rückenmarksgewebe
signifikant geringer konzentriert. STAT1 wird nach neuronalem Zelltod durch
Rückenmarksläsion aktiviert und induziert das verbesserte Überleben von Neu-
ronen (Osuka et al., 2011). In USSC wird es durch die Behandlung intrazellular
inhibiert. AHNAK (Neuroblast differentiation-associated protein oder Desmoyokin) ist
als ein Protein beschrieben, dass nach Rückenmarksläsion in hohem Maße durch
myelinisierende Zellen in der Läsionsstelle exprimiert wird (Salim et al., 2009). In
der hier vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es nach Behandlung mit
Rückenmarkslysat in USSC in geringerer Konzentration vorkommt.

Weiterhin konnte die Regulation des Neuritenwachstumsfaktors Neuropilin (CD304
oder NRP1) beobachtet werden. Dieser ist nach Behandlung mit Läsionslysat oder
Kontrolllysat stärker abundant. Auch im Sekretom konnte dieser Unterschied in der
NRP1-Konzentration festgestellt werden. In unbehandelten Datensätzen ist NRP1
schwächer vorhanden als in behandelten Datensätzen. Die stärkste Sekretion von
NRP1 wurde in USSC beobachtet, die mit Läsionslysat behandelt wurden. Eine
weitere Regulation von Neuritenwachstumsfaktoren im Zelllysat behandelter USSC
konnte nicht beobachtet werden.
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In USSC läuft durch die Behandlung mit Gewebelysat (unabhängig ob aus intaktem
Gewebe oder aus der Läsionsstelle) eine Anpassung an die neue Umgebung ab.
ECM-modifizierende Proteine, cytoskelettäre Proteine und an der Zellbewegung be-
teiligte Proteine werden schwächer exprimiert. Es kann also sein, dass USSC sobald
sie in Kontakt mit Rückenmarksgewebe kommen, in ihrer Motilität eingeschränkt
werden. Auch die stärkere Abundanz von vier Collagenuntereinheiten sowie Lami-
nin durch die Gewebebehandlung weisen auf eine Veränderung der Motilität von
USSC hin. Dies deckt sich teilweise mit der von Schira et al. (2012) beobachteten
Migration der Zellen nach Transplantation ins Rückenmark. Dort konnte gezeigt
werden, dass USSC, sobald sie in die Nähe der Läsionsstelle gewandert sind, ihre
Motilität verlieren. Interessanterweise kann dieser Effekt aber bereits durch intaktes
Rückenmarksgewebe hervorgerufen werden.

5.2.3 Veränderung des Phänotypes

USSC sind phänotypisch durch eine Reihe von CD-Antigenen charakterisiert (Kögler
et al., 2005). In dieser Arbeit konnten die meisten dieser CD-Antigene bestätigt
werden (CD13, CD29, CD44, CD49e, CD54, CD71, CD73, CD90, CD105, CD166,
Vimentin). Vimentin stellt das mit Abstand intensivste Protein im USSC-Zelllysat
dar. Darüber hinaus konnten weitere CD-Antigene festgestellt werden (u. a. CD47,
CD140a/b). Diese können in Zukunft zu einer verbesserten Isolierung von USSC
aus dem Nabelschnurblut beitragen.

Der Phänotyp der USSC verändert sich sowohl durch Behandlung als auch durch
eine längere Inkubation (Tab. 5.4). So sind nur jene Zellen, die mit Rückenmarkslysat
behandelt wurden, CD49b und CD108 positiv. In unbehandelten USSC konnten
diese beiden CD-Antigene nicht durch MS-basierte Proteinanalytik nachgewiesen
werden. CD29 (ITGB1) wurde nach Behandlung mit Läsionslysat stärker exprimiert
als ohne Behandlung. Eine nach Behandlung signifikant veränderte Abundanz
wurde für CD73, CD91, CD98 und CD304 festgestellt. CD73 wird als Marker für
lymphatische Differenzierung, aber auch als Oberflächenmarker für MSC verwendet
(Dominici et al., 2006; Resta und Thompson, 1997). Darüber hinaus werden mehrere
CD-Antigene nach einer längeren Inkubationszeit differentiell exprimiert (CD13,
CD71, CD109).

5.2.4 Sekretomanalyse von behandelten USSC

In dieser Studie konnten im Sekretom von USSC 611 Proteine identifiziert werden.
533 Proteine davon konnten bereits mittels der umfangreichen Sekretomanalyse in
Kapitel 4 nachgewiesen werden.
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Das Sekretom der behandelten USSC unterscheidet sich vom Sekretom unbehan-
delter USSC. Neun Proteine wurden nach Behandlung mit Läsionslysat stärker
sekretiert als nach Behandlung mit Kontrolllysat. Zu diesen zählen vier Proteine,
die an der Wundheilung beteiligt sind: RAP1A, COL3A1, EFEMP2 und SERPINE2.
Das Läsionsgewebe enthält folglich Proteine, die die Sekretion dieser Proteine durch
USSC fördern. Gleichzeitig ist die Variation dieser Proteine ein Hinweis darauf,
dass USSC nicht nur an der Regeneration des neuronalen Gewebes beteiligt sind,
sondern auch zur Wundheilung der Läsionsstelle (insbesondere durch Blutgerin-
nung) beitragen können. Darüber hinaus werden nach Behandlung mit Läsionslysat
drei Proteine stärker sekretiert, die an der fokalen Adhäsion beteiligt sind (Emilin1,
Tenascin C und COL3A1). Die Inhibierung von Tenascin C in spinalen Motoneuro-
nen führt zu einer verschlechterten Regenerierung nach Rückenmarksläsion (Yu
et al., 2011). Folglich kann die verstärkte Sekretion von Tenascin C durch USSC die
Neuronregenerierung fördern.

5.2.5 SPARC im USSC-Zelllysat und USSC-Sekretom

In vorhergehenden Analysen konnte SPARC als potenter und abundanter Neuriten-
wachstumsfaktor im USSC-Sekretom nachgewiesen werden (Kapitel 4.1.7). In diesem
Kapitel wurde der Einfluss von Läsionsgewebe auf die intrazelluläre Konzentration
und die Sekretion von SPARC analysiert.

SPARC wurde durch markierungsfreie Quantifizierung im USSC-Zelllysat als nicht
signifikant reguliert detektiert (Abb. 5.8a). Sowohl zwischen den unterschiedlich
behandelten Zellen als auch zwischen den beiden untersuchen Zeitpunkten konnte
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Diese Beobachtung wird durch
die Immunodetektion mit SPARC-Antikörper (Abb. 5.9) gestützt.

Im Sekretom von USSC ist SPARC hingegen nach Behandlung mit Zelllysat aus dem
murinen Rückenmark signifikant schwächer vorhanden (Abb. 5.8b). Diese Regulati-
on ist unabhängig davon, ob die Zellen mit Lysat aus intaktem Rückenmark oder aus
Lysat der Läsionsstelle inkubiert wurden. Durch Immunodetektion (Abb. 5.9) wurde
bestätigt, dass SPARC abundanter im Sekretom unbehandelter Zellen vorkommt.

5.3 Fazit

In der hier durchgeführten quantitativen Proteomstudie konnten erste Einblicke in
die Veränderung von USSC nach Transplantation in lädiertes Rückenmark erhalten
werden. Demnach läuft durch die Behandlung mit Gewebelysat (unabhängig ob
aus intaktem Gewebe oder aus der Läsionsstelle) eine Anpassung an die neue
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Umgebung ab. Mehrere ECM-modifizierende Proteine, cytoskelettäre Proteine und
an der Zellbewegung beteiligte Proteine werden schwächer exprimiert.

USSC werden durch die spezielle Behandlung mit Läsionslysat anders in ihrer Moti-
lität beeinflusst als durch die Behandlung mit Gewebelysat aus intaktem Rücken-
marksgewebe. In USSC, die mit Lysat aus der Läsionsstelle behandelt wurden, ist
bereits nach 24 h eine verstärkte Abundanz einzelner Bestandteile des Zytoskeletts
detektiert worden. Während fortlaufender Inkubation werden intrazelluläre Pro-
teine und Rezeptoren auf der Zelloberfläche (u. a. Integrine) exprimiert, die eine
gerichtete Bewegung zur Läsionsstelle ermöglichen. Gleichzeitig wird sowohl die Se-
kretion von Proteinen, die die Wundheilung unterstützen, als auch von bestimmten
Faktoren wie Phospholipiden angeregt.

Für eine beginnende Differenzierung der USSC in neuronale Zellen oder Gliazellen
konnten wie auch bereits von Schira et al. (2012) keine Hinweise gefunden werden.
Zwar verändert sich der Phänotyp basierend auf der Expression von CD-Antigenen
sowohl durch Behandlung als auch durch eine längere Inkubationsdauer, aber
eine explizite Veränderung in einen bestimmten Zelltyp konnte nicht beobachtet
werden.

Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass sich die Zusammensetzung des Sekretoms
verändert. Auch das Gleichgewicht aus positiven und negativen Neuritenwachs-
tumsfaktoren (Kapitel 4) verändert sich, wenn USSC in die Läsionsstelle transplan-
tiert werden. So wurde für SPARC eine schwächere Sekretion festgestellt. Andere
Neuritenwachstumsfaktoren wie z. B. NRP1 oder Tenascin C wurden hingegen stär-
ker von behandelten USSC sekretiert und exprimiert als von unbehandelten Zellen.
Es ist möglich, dass der in vitro beobachtete neuritenwachstumsfördernde Effekt des
USSC-Sekretoms auf anderen Proteinen und Mechanismen beruht als der in vivo
beobachtete Effekt nach Transplanation ins Rückenmark.
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K A P I T E L S E C H S

Expansion von CD34+

hämatopoetischen
Stamm-/Vorläuferzellen

6.1 Ergebnisse

Der dritte Teil dieser Arbeit befasst sich mit der Charakterisierung von CD34+/CD45+

Zellen aus Nabelschnurblut.1 Die Verwendung von Nabelschnurblutzellen für kli-
nische Studien und Transplantationen ist durch die geringe Zahl an CD34+ häma-
topoetischen Stammzellen limitiert (Kelly et al., 2009). Deshalb wird häufig eine ex
vivo-Expansion dieser Zellen angestrebt, um die Zellzahl signifikant zu erhöhen. Ob
und wie sich CD34+-Zellen während der ex vivo-Expansion verändern, wurde in
dieser Arbeit anhand von Proteomanalysen untersucht. Dazu wurde die relative Ver-
änderung auf Proteinlevel bestimmt, um so ein Verständnis für Veränderungen von
biologischen Prozessen zu erhalten. Es wurden CD34+ Zellen analysiert, die unter
GMP-Bedingungen (Good Manufacturing Practice, Gute Herstellungspraxis) isoliert
und für bis zu sieben Tage in Zellkultur expandiert wurden (Abb. 6.1). Das Gesamt-
zelllysat von FACS-isolierten CD34+ Zellen (Tag 0) und von weiter expandierten
Zellen (Tag 3 und Tag 7) wurde mittels markierungsfreier LC-MS analysiert.

1Dieses Kapitel wurde in Stem Cell International veröffentlicht. Autoren dieser Arbeit sind Heiner
Falkenberg und Teja Falk Radke (zu gleichen Teilen) sowie Gesine Kögler und Kai Stühler.
Die Aufarbeitung und die Expansion der Zellen wurden von Teja Falk Radke durchgeführt.
Zellaufschluss, Proteomanalyse sowie statistische und bioinformatische Auswertung wurden von
Heiner Falkenberg durchgeführt.
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Abbildung 6.1 – Experimentelles Vorgehen bei der Analyse von Proteomveränderungen wäh-
rend der Expansion von CD34+ Zellen

6.1.1 ex vivo-Expansion von CD34+ hämatopoetischen
Stamm-/Vorläuferzellen

Im Anschluss an die Expansion im Zellkulturmedium, das mit den Cytokinen SCF,
TPO, FLT3-lg und IL6 versetzt wurde, ist die Zellzahl von CD34+ hämatopoetischen
Stamm-/Vorläuferzellen bestimmt worden (Abb. 6.3). Die Gesamtzellzahl nimmt
innerhalb der ersten drei Tage um den Faktor 2,07 zu. In den folgenden vier Tagen
steigt die Zellzahl sogar insgesamt um den Faktor 25,30. Dabei nimmt die Zahl an
CD34+ Zellen von Tag 0 bis Tag 3 um den Faktor 2,1 zu. Der Anteil an CD34+ Zellen
bleibt also zunächst annähernd konstant (97,5 % an Tag 3). Sie machen somit in
den ersten Tagen der Expansion den Hauptanteil der Zellpopulation aus. In den
darauffolgenden Tagen verschiebt sich dieses Verhältnis jedoch, sodass zwar nach
sieben Tagen die Gesamtzellzahl drastisch gestiegen ist, aber die CD34+ Zellen sich
im gleichen Zeitraum nur um den Faktor 4,2 vermehrt haben und folglich nur noch
eine Subpopulation aller Zellen darstellen (Anteil CD34+ Zellen: 16,6 %).

6.1.2 Erstellung von Proteomprofilen während der
ex vivo-Expansion

Zur Erstellung von Proteomprofilen wurde die markierungsfreie Quantifizierung
verwendet. Sie ermöglicht es, Proteine in komplexen Mischungen ohne vorheri-
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Abbildung 6.2 – Zellen aus humanem Nabelschnurblut wurden durch MACS angereichert
und anhand ihrer CD34+/CD45− Expression sortiert: Repräsentative Entwicklung der CD34-
Expression während der Expansion über sieben Tage. An Tag 0 wurden die Zellen mit MACS
angereichert und anhand ihrer CD34+/CD45− Expression sortiert (gate 4). Isolierte Zellen wurden
in 6-well-Schalen mit cytokinangereichertem Medium (SCF, TPO, FLT3-g, IL-6) kultiviert. Nach drei
Tagen exprimieren die meisten Zellen CD34 auf ihrer Oberfläche, während nach sieben Tagen weni-
ger als 20 % der Zellen als CD34+/CD45− klassifiziert wurden. (FITC=Fluorescein-isothiozyanat
gekoppelter Antikörper, PE=R-phycoerythrin gekoppelter Antikörper)
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Abbildung 6.3 – Expansionsraten von Nabelschnurblutstammzellen und CD34+ Zellen: Inner-
halb der ersten drei Tage nimmt die Gesamtzellzahl um das 2,07-fache (± 0,32) zu, während nur eine
kleine Veränderung der CD34-Expression festgestellt wurde. Dies korreliert mit der Expansionsrate
der CD34+ Zellen von 2,00 (± 0,32). Innerhalb von vier weiteren Tagen der cytokinunterstützten
Expansion nimmt die Gesamtzellzahl auf das 25,30-fache (± 2,93) des Ausgangswertes zu, während
der Anteil der CD34-exprimierenden Zellen drastisch abnimmt. Trotzdem steigt die Zellzahl der
CD34+ Zellen in dieser Zeit auf das 4,17-fache (± 0,32) des Ausgangswertes.
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ge Markierung zu identifizieren und zu quantifizieren. Dazu wurde das Gesamt-
zelllysat von drei Nabelschnurblutspendern an Tag 0 (nach Entnahme und FACS-
Anreicherung) sowie an Tag 3 und Tag 7 nach ex vivo-Expansion analysiert.

Insgesamt konnten über die gesamte Expansionsdauer 2 970 unique Proteine iden-
tifiziert werden. Eine detaillierte Analyse der Proteineigenschaften (basierend auf
GO-Terms (Uniprot, 2013)) zeigte, dass Proteine aus nahezu allen subzellulären
Kompartimenten (Nukleus, Golgiapparat, Cytoskellet, Membran, extrazelluläre Re-
gion und weitere) nachgewiesen wurden, die an 65 übergeordneten biologischen
Prozessen (basierend auf GOslim-Kategorisierung) beteiligt sind. Über die quali-
tative Analyse des Proteinlysates lassen sich zunächst wenige Rückschlüsse auf
Veränderungen im Proteom während einer Expansion ziehen. Dagegen kann die
quantitative Analyse mittels markierungsfreier Quantifizierung wichtige Aussagen
über die Veränderung der Proteinexpression während der Expansion liefern. Zur
weiteren Analyse von Proteomveränderungen während der ex vivo-Expansion wur-
den 1 343 Proteine verglichen, die sowohl in allen drei Spendern als auch zu allen
drei Zeitpunkten quantifiziert werden konnten.

Eine Hauptkomponentenanalyse (PCA) zeigt deutlich, dass die größte Varianz zwi-
schen Datensätzen zwischen den analysierten Zeitpunkten liegt und nicht zwischen
den individuellen Spendern (Abb. 6.4). Ein systembedingter Einfluss kann ausge-
schlossen werden, weil die Proben in einer zufälligen Reihenfolge gemessen wurden
und letztlich eine gute LC-MS-Reproduzierbarkeit erreicht wurde, was Vorausset-
zung für die markierungsfreie Analyse ist. Die Pearson-Korrelation zwischen der
log2-Expression zweier technischer Replikate (beide Tag 0, selber Spender) liegt bei
0,967.

Die statistische Analyse der Proteinabundanz mittels ANOVA von 1 343 Proteinen
konnte zeigen, dass 903 der identifizierten Proteine (67,2 %) keine signifikante Regu-
lation an einem der Zeitpunkte aufwiesen, wohingegen 440 Proteine signifikante
Veränderungen während der analysierten Expansionsdauer aufwiesen (Abb. 6.5).

In Übereinstimmung mit der PCA wurde die größte Anzahl an veränderten Protein-
expressionen bereits nach Tag 3 und damit in einem frühen Stadium der Expansion
festgestellt (Tab. 6.1). Insgesamt 360 Proteine sind an Tag 3 signifikant stärker oder
signifikant schwächer vorhanden als an Tag 0. Von diesen Proteinen wurden 318
Proteine ebenfalls nach Tag 7 noch als signifikant verändert detektiert. Sie reprä-
sentieren einen frühen und permanenten Effekt der Expansion. Im Vergleich zu
dieser Gruppe von Proteinen konnten 42 Proteine mit einer frühen, aber transienten
Veränderung beobachtet werden. Von Tag 3 bis Tag 7 wurde eine kleine Gruppe von
80 Proteinen beobachtet, deren Abundanz sich ausschließlich in der späten Phase
der Expansion verändert.

Um die Veränderungen auf Proteinebene besser beschreiben zu können, wurden fünf
verschiedene Expressionsprofile definiert (Tab. 6.1). Die Gruppe der früh-permanent
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Abbildung 6.4 – Hauptkomponentenanalyse (PCA) der Proteinintensitäten in CD34+ Zellen:
Anhand der PCA wird ein Unterschied zwischen den hier untersuchten drei Zeitpunkten der Expan-
sion deutlich. Basierend auf den gemessenen Proteinexpressionsdaten liegt der größte Unterschied
zwischen Tag 0 und Tag 3, wohingegen die Variation zwischen Tag 3 und Tag 7 deutlich kleiner
ist. Nur kleine Varianzen wurden zwischen den drei verschiedenen Nabelschnurblutspendern
beobachtet.

 Anzahl 
Proteine

hoch 17
herab 25
hoch 167
herab 151
hoch 38
herab 19
hoch 21
herab 2

903
insgesamt 1343

Expressionsprofil

keine Regulation

früh transient

früh permanent

spät

Langzeit

Tabelle 6.1 – Anzahl an
Proteinen mit entsprechen-
den Expressionsprofilen
von Tag 0 nach Tag 7:
Eine Unterscheidung zwi-
schen frühen, späten und
Langzeit-Veränderungen
und zwischen transienten
und permanenten Verände-
rungen verdeutlicht, dass
die meisten signifikanten
Veränderungen im frühen
Stadium der Expansion
ablaufen und permanent
reguliert bleiben.
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Abbildung 6.5 – Paarweiser Vergleich der Proteinexpression an verschiedenen Tagen: Signifi-
kant regulierte Proteine zeigen im Volcano-Plot sowohl einen deutlichen Unterschied in der log2-
Auftragung der Proteinabundanz (x-Achse) als auch im -log(p)-Wert (y-Achse). Mit den biologischen
Prozessen der fokalen Adhäsion und der Proteinbiosynthese verbundene Proteine zeigten eine
starke Regulation zwischen Tag 0 und Tag 3.
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und früh-transient regulierten Proteine stehen für frühe Veränderungen im Pro-
teom von CD34+ hämatopoetischen Stamm-/Vorläuferzellen. Dagegen spiegeln die
Gruppen der späten und der langzeit-regulierten Proteine Veränderungen wider, die
während länger andauernder Expansion auftreten. In der Gruppe der früh-transient
hochregulierten Proteine (insgesamt 17 Proteine) wurde das Transferrin-Rezeptor-
Protein 1 (CD71) an Tag 3 als 7,6-fach intensiver als an Tag 0 detektiert, nach Tag 7
allerdings wieder 2,3-fach schwächer als an Tag 3. Eine vergleichbar große Gruppe
an Proteinen wurde als langzeit-verändert festgestellt (21 Proteine intensiver, 15
Proteine schwächer vorhanden). Als Beispiele für Proteine dieser Gruppe dienen
hier das actinbindende Protein Tropomudulin-3, die cyclinabhängige Kinase 6 (beide
langzeit-hochreguliert) sowie zwei tRNA-Ligasen, die an der Aminosäureaktivie-
rung beteiligt sind (VARS und WARS, beide langzeit-herabreguliert).

6.1.3 Regulierte biologische Prozesse während der
ex vivo-Expansion

Die Gruppen der während der ex vivo-Expansion regulierten Proteine wurden auf
gemeinsame biologische Prozesse analysiert. Dafür wurde nach angereicherten GO-
Kategorien (sowohl molekulare Funktionen als auch biologische Prozesse), KEGG-
Signalwegen und Uniprot-Schlagwörtern (Kanehisa et al., 2012; Uniprot, 2013) in
den einzelnen Proteingruppen gesucht (Tab. 6.2, Abb. 6.5).

Innerhalb der Gruppe der früh-permanent hochregulierten Proteine sind die meis-
ten biologischen Prozesse signifikant angereichert. Die meisten dieser regulierten
Prozesse stehen in Zusammenhang mit der Translation (Initiation/Elongation), ribo-
somaler Aktivität und Proteinbiosynthese (Tab. 6.2). Von allen 1 343 quantifizierten
Proteinen können 33 Proteine mit dem Signalweg „Ribosom“ in Verbindung ge-
bracht werden, wovon 27 bereits nach kurzer Expansionsdauer von drei Tagen
um das 1,85 bis 5,51-fache stärker vorhanden waren. Eine signifikante Anreiche-
rung konnte ebenfalls für das Uniprot-Schlagwort „Proteinbiosynthese“ beobachtet
werden. 31 Proteine von insgesamt 64 Proteinen mit diesem Schlagwort aus dem
gesamten Datensatz zeigten einen frühen Abundanzanstieg. Darüber hinaus konn-
ten mehrere Transkriptionsfaktoren (z. B. EIF2A, EIF3A, EIF4A, EIF5B) sowie zehn
tRNA-Ligasen des Aminoacyl-tRNA-Biosynthese-Signalweges (z. B. GARS, MARS,
NARS) als permanent hochreguliert beobachtet werden.

Die Gruppe der Proteine, die nach drei Tagen permanent schwächer abundant
sind als an Tag 0, konnte mit dem KEGG-Signalweg der fokalen Adhäsion (z. B.
Ingetrin-α-2b/β-3, Filamin A/B), dem biologischen Prozess der Exocytose und der
Degranulation von Blutplättchen (z. B. Platelet basic protein) in Verbindung gebracht
werden. Von 22 Proteinen, die aus dem KEGG-Signalweg der fogalken Adhäsion im
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Tabelle 6.2 – Beispiele angereicherter biologischer Prozesse innerhalb der signifikant regulier-
ten Proteine: Die Annotierung der biologischen Prozesse (GOBP(1)), KEGG-Signalwege (2) und
Uniprot-Schlagwörtern (3) der regulierten Proteine wurde verglichen mit den ensprechenden Prozes-
sen aller identifizierter Proteine im gesamten Datensatz. Angereicherte Kategorien sind mindestens
um den Faktor 2,3 stärker vorhanden und haben einen p-Wert <0,001. Infolge multipler Funktionali-
tät werden einzelne Proteine mehreren Kategorien zugeordnet.

Kategorie

Anzahl 
regulierter 

Proteine 
(insgesamt)

Anreiche-
rungs-
faktor

p-Wert regulierte Proteine (Uniprot-ID)

früh permanent: hochreguliert
serine family amino acid 
metabolic process 1 4 (4) 8,04 2,3E-04 PHGDH; PSPH; SHMT1; SHMT2

translational initiation 1 28 (34) 6,62 3,7E-21

EIF2B2; EIF2B4; EIF3B; EIF3E; EIF3H; EIF3K; EIF4G1; EIF4G2; EIF5B; PABPC1; RPL12; RPL13; 
RPL14; RPL17; RPL18; RPL22; RPL27; RPL3; RPL38; RPL4; RPL7; RPL7A; RPL9; RPLP0;RPLP0P6; 
RPS10;RPS10P5; RPS13; RPS16; RPS18; RPS19; RPS2; RPS25;  RPS3; RPS3A; RPS4X; RPS7; RPS8; 
RPSA;RPSAP58

Ribosome 2 27 (33) 6,58 2,9E-20
PWP2; RPL12; RPL13; RPL14; RPL17; RPL18; RPL22; RPL27; RPL3; RPL38; RPL4; RPL7; RPL7A; 
RPL9; RPLP0;RPLP0P6; RPS10;RPS10P5; RPS13; RPS16; RPS18; RPS19; RPS2; RPS25; RPS3; 
RPS3A; RPS4X; RPS7; RPS8; RPSA;RPSAP58

translational elongation 1 28 (35) 6,43 1,7E-20
GFM1; RPL12; RPL13; RPL14; RPL17; RPL18; RPL22; RPL27; RPL3; RPL38; RPL4; RPL7; RPL7A; 
RPL9; RPLP0;RPLP0P6; RPS10;RPS10P5; RPS13; RPS16; RPS18; RPS19; RPS2; RPS25; RPS3; 
RPS3A; RPS4X; RPS7; RPS8; RPSA;RPSAP58

cellular process involved in 
reproduction 1 29 (42) 5,55 3,4E-18

CDK1; RPL12; RPL13; RPL14; RPL17; RPL18; RPL22; RPL27; RPL3; RPL38; RPL4; RPL7; RPL7A; 
RPL9; RPLP0;RPLP0P6; RPS10;RPS10P5; RPS13; RPS16; RPS18; RPS19; RPS2; RPS25; RPS3; 
RPS3A; RPS4X; RPS7; RPS8; RPSA;RPSAP58; UBAP2L

protein targeting to ER 1 27 (40) 5,43 1,4E-16
RPL12; RPL13; RPL14; RPL17; RPL18; RPL22; RPL27; RPL3; RPL38; RPL4; RPL7; RPL7A; RPL9; 
RPLP0;RPLP0P6; RPS10;RPS10P5; RPS13; RPS16; RPS18; RPS19; RPS2; RPS25; RPS3; RPS3A; 
RPS4X; RPS7; RPS8; RPSA;RPSAP58

Initiationfactor 3 17 (29) 4,71 2,4E-09 EIF2A; EIF2B2; EIF2B4; EIF2S1; EIF2S2; EIF3A; EIF3B; EIF3C;EIF3CL; EIF3D; EIF3E; 
EIF3EIP;EIF3L; EIF3H; EIF3K; EIF4A1; EIF4G1; EIF4G2; EIF5B

Proteinbiosynthesis 3 31 (64) 3,90 2,9E-13
AARS; CARS; EEF1A1;EEF1A1P5;EEF1A2; EEF1D; EEF1G; EEF2; EIF2A; EIF2B2; EIF2B4; 
EIF2S1; EIF2S2; EIF3A; EIF3B; EIF3C;EIF3CL; EIF3D; EIF3E; EIF3EIP;EIF3L; EIF3H; EIF3K; 
EIF4A1; EIF4G1; EIF4G2; EIF5B; EPRS; ETF1; GARS; GFM1; IARS; MARS; NARS; TARS

Ribonucleoprotein 3 28 (78) 2,89 2,2E-08
MRPS27; RPL12; RPL13; RPL14; RPL17; RPL18; RPL22; RPL27; RPL3; RPL38; RPL4; RPL7; 
RPL7A; RPL9; RPLP0;RPLP0P6; RPS10;RPS10P5; RPS13; RPS16; RPS18; RPS19; RPS2; RPS25; 
RPS3; RPS3A; RPS4X; RPS7; RPS8; RPSA;RPSAP58

RNA transport 2 22 (66) 2,68 3,4E-06
EEF1A1;EEF1A1P5;EEF1A2; EIF2B2; EIF2B4; EIF2S1; EIF2S2; EIF3A; EIF3B; EIF3C;EIF3CL; 
EIF3D; EIF3E; EIF3H; EIF4A1; EIF4G1; EIF4G2; EIF5B; ELAC2; GEMIN5; NUP93; PABPC1; 
PABPC4; RANGAP1; XPOT

cellular macromolecule 
catabolic process 1 43 (145) 2,38 2,0E-09 CDK1; EIF3E; EIF4A1; EIF4G1; ETF1; FEN1; PABPC1; PABPC4; PSMC1; PSMC2; PSMD1; 

PSMD2; PSMD3

ncRNA metabolic process 1 21 (71) 2,38 4,3E-05 AARS; CARS; ELAC2; EPRS; FTSJ3; GARS; GEMIN5; IARS; MARS; NARS; NOP2; PDCD11; 
RPL14

früh permanent: herabreguliert

platelet degranulation 1 13 (21) 5,43 2,8E-08 ACTN1; CALM2; F13A1; FLNA; ITGA2B; ITGB3; PECAM1; PPBP; THBS1; TLN1; TUBA4A; 
VCL; WDR1

Focal adhesion 2 13 (22) 5,19 6,2E-08 ACTN1; CRKL; FLNA; FLNB; ITGA2B; ITGB3; MYL12A; PPP1R12A; RAP1B; THBS1; TLN1; 
VASP; VCL

exocytosis 1 14 (24) 5,12 2,3E-08 ACTN1; CALM2;CALM1; F13A1; FLNA; ITGA2B; ITGB3; PECAM1; PLEK; PPBP; SCRN1; 
SNCA; THBS1; TLN1; TUBA4A; VCL; WDR1

Calmodulin-binding 3 6 (11) 4,79 5,2E-04 ADD3; IQGAP2; PPP3CA; SPTAN1; SPTBN1; STRN
organic acid catabolic 
process 1 14 (38) 3,23 2,4E-05 ACADM; ALDH6A1; BCKDHA; CPT2; DDAH2; DECR1; DLST; ECI1;DCI; ETHE1; 

GLUD1;GLUD2; HADHB; HIBCH; IVD; MCCC1

cell activation 1 16 (48) 2,93 2,6E-05 ACTN1; ADA; CALM2;CALM1; F13A1; FLNA; ITGA2B; PECAM1; PLEK; PPBP; PPP3CA; 
RAP1B;RAP1A; THBS1; TLN1; TUBA4A; VCL; WDR1; YWHAZ

spät reguliert: hochreguliert
Cell adhesion molecules 2 3 (5) 21,21 2,0E-04 HLA-DRA; ITGAL; ITGB2; 

Glycoprotein 3 11 (76) 5,12 2,9E-06 ASAH1; CD74; GLB1; HLA-DRA; ITGAL; ITGB2; MPO; PLD3; PRTN3; RNASET2; VIM;

Signal 3 9 (67) 4,75 5,0E-05 ASAH1; IL-25; CD74; GLB1; HLA-DRA; ITGAL; ITGB2; MPO; PLD3; PRTN3; RNASET2 

spät reguliert: herabreguliert keine signifikant angereicherten Kategorien, weil Proteinanzahl < 30

langzeitverändert: hoch- und herabreguliert keine signifikant angereicherten Kategorien, weil Proteinanzahl < 30

früh/transient: hoch- und herabreguliert keine signifikant angereicherten Kategorien, weil Proteinanzahl < 30
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gesamten Datensatz identifiziert wurden, sind 13 Proteine bereits nach drei Tagen
Expansion signifikant herabreguliert.

Weil die Anzahl an Proteinen, die an Tag 3 noch unverändert, aber zwischen Tag 3
und Tag 7 differentiell vorhanden sind, etwas geringer ist als die der früh regulierten
Proteine (Tab. 6.1), konnten in dieser Gruppe auch weniger signifikant angereicherte
biologische Prozesse festgestellt werden. So konnten verschiedene Zelladhäsions-
moleküle (HLA-DRA, ITGAL [auch bekannt als CD11a], ITGB2 [bekannt als CD18])
und Proteine mit dem Uniprot-Schlagwort „Glykoprotein“ (z. B. CD74, VIM) als
angereichert in der Gruppe der spät-hochregulierten Proteine gefunden werden.

Letzlich ist in der Gruppe der transient- oder langzeitveränderten Proteine die An-
zahl an Proteinen noch geringer. Deshalb konnten keine regulierten biologischen
Prozesse beobachtet werden. Nichtsdestotrotz können Proteine mit diesen Expres-
sionsprofilen relevant für ein besseres Verständnis der ex vivo-Expansion sein. So
wurde z. B. die Receptor-type tyrosine-protein phosphatase C (PTPRC), auch bekannt
als CD45, identifiziert. PTPRC wurde basierend auf 13 Peptiden mit vergleichbaren
Expressionsprofilen (Abb. 6.6) als früh/transient herabreguliert quantifiziert. Dieses
Protein zeigte an Tag 3 eine signifikant schwächere Expression (Faktor -2,3). Die
Abundanz von CD45 wurde an Tag 7 um den Faktor 3,6 höher als an Tag 3 gemessen
und damit auf einem höheren Level als an Tag 0. Diese Beobachtungen sind kon-
sistent mit der bei der FACS gemessenen Anzahl an CD45+-Zellen (Abb. 6.2). Die
Anzahl an CD45+-Zellen ist an Tag 3 am niedrigsten, verglichen mit Tag 0 und Tag 7
(Abb. 6.6).
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Abbildung 6.6 – Expression von PT-

PRC: Die markierungsfreie Quantifizie-
rung von PTPRC (auch bekannt als CD45)
basiert auf 13 uniquen Peptiden mit ähnli-
chen Expressionsprofilen. Eine signifikan-
te Herabregulierung um das 2,33-fache
wurde zwischen Tag 0 und Tag 3 beobach-
tet. Von Tag 3 bis Tag 7 wurde dagegen
eine um den Faktor 3,6 stärkere Expressi-
on detektiert.
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6.1.4 Zytometrische Validierung von ausgewählten Oberflächen-
markerproteinen

Zur Validierung von identifizierten Kandidatenproteinen wurde eine Durchflusszy-
tometrie von ausgewählten Oberflächenmarkerproteinen durchgeführt. Die Daten
für CD13 und CD71 sind dargestellt in Abb. 6.7. CD34+ Zellen zeigen an Tag 0 eine
mittlere Expression von CD13, die an Tag 3 signifikant ansteigt, um dann bis zu
Tag 7 leicht schwächer zu werden. Die Abundanz von CD71 hingegen, welche an
Tag 0 nur sehr gering ist, nimmt an Tag 3 zu und bleibt bis Tag 7 der Expansion
stabil. Diese Beobachtungen sind kongruent mit den Werten der markierungsfreien
Quantifizierung auf Proteomlevel, bei der CD13 ein früh-hochreguliertes Profil und
CD71 ein langzeit-hochreguliertes Profil zeigt.

6.1.5 Cytokinbedingte Proteomveränderungen

In den vorhandenen Datensätzen wurde gezielt nach Proteinen gesucht, die eine
Verbindung zu den zur Kultivierung verwendeten Cytokinen haben, also SCF, TPO,
FLT3-lg und IL-6. Es konnte keine Veränderung von direkten Interaktionspartnern
dieser Cytokine beobachtet werden. Unter Verwendung von STRING (Jensen et al.,
2009) und Ingenuity Pathway-Analysis wurde auch nach indirekten Effektormolekü-
len sowie einer generellen Regulation von Signalwegen, die in Verbindung mit den
Cytokinen stehen, gesucht. Auch hier konnte keine signifikante Veränderung auf
Proteinlevel beobachtet werden, weder nach drei noch nach sieben Tagen Expansi-
onsdauer. Gleiches gilt für den NOTCH-Signalweg, für welchen eine Verbindung
mit der ex vivo-Expansion von CD45+ Zellen beschrieben wurde.

6.2 Diskussion

Die Verwendung eines Zellkulturmediums, welches mit Cytokinen versetzt wurde,
führt zu einer schnellen und effizienten Expansion von hämatopoetischen Zellen
(Kelly et al., 2009). In den hier gezeigten Experimenten über die cytokinunterstützte
ex vivo-Expansion von CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut nimmt die Gesamtzellzahl
innerhalb von drei Tagen etwa um den Faktor 2 zu. Nahezu alle Zellen exprimieren
zu diesem Zeitpunkt noch das CD34-Epitop auf ihrer Zelloberfläche. Morphologi-
sche Veränderungen oder beobachtete Unterschiede in der Durchflusszytometrie
gegenüber nativen CD34+ Zellen wurden nicht festgestellt.

Durch Proteomanalyse konnten 2 970 unique Proteine im Zelllysat von ex vivo ex-
pandierten CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut identifiziert werden. Dies stellt die
bisher detaillierteste Beschreibung dieser Zellen auf Proteinebene während der ex
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Abbildung 6.7 – Validierung der Proteinquantifizierung mittels Durchflusszytometrie: CD34+

Zellen wurden entsprechend des beschriebenen Protokolls expandiert. An den Tagen 0, 3 und 7
wurde die Expression unterschiedlicher Oberflächenmarker in Kombination mit CD34 anhand von
Durchflusszytometrie vermessen. Hier ist die Expression von CD13 (a) und CD71 (b) basierend
auf den Daten der Durchflusszytometrie exemplarisch dargestellt. Diese Daten bestätigen die
Expressionsprofile der markierungsfreien Proteinquantifizierung (c), dargestellt als normalisierte
Intensität. CD13 wird an Tag 3 deutlich stärker exprimiert und wiederum schwächer an Tag 7. Die
CD71-Expression nimmt ebenfalls bis Tag 3 zu, bleibt dann aber bis Tag 7 konstant.
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vivo-Expansion über eine Zeitspanne von sieben Tagen dar. Von 290 Proteinen, die
von D’Alessandro et al. (2010b) durch Proteomanalyse von nativen CD34+ Zellen aus
Nabelschnurblut beschrieben wurden, konnten hier 221 Proteine bestätigt werden.
Darüber hinaus konnten in dieser Arbeit durch markierungsfreie Quantifizierung
von 1 343 Proteinen grundlegende Veränderungen des Proteoms während der ge-
samten Expansionsdauer nachgewiesen werden.

Eine signifikante Veränderung des Proteinprofils konnte bereits an Tag 3 der Ex-
pansion festgestellt werden. Insbesondere Proteine, die in Bezug zu Translation,
ribosomaler Aktivität und Zellzyklus stehen, sind zu diesem Zeitpunkt hochregu-
liert. Dies ist konsistent mit dem beobachteten Anstieg der Zellzahl. Im Gegensatz
dazu haben Proteine, die zu diesem Zeitpunkt (Tag 3) herabreguliert sind, spezifi-
sche Funktionen bei der fokalen Adhäsion oder der Cytoskelet-Remodellierung (z. B.
ACTN1, ITGB3, TLN1, VASP). Auch wenn native CD34+ Zellen in der Regel nicht
adhärent wachsen, haben sie unter in vivo-Bedingungen ein starkes intrinsisches
Potential, das ihnen das Anwachsen im Gewebe (z. B. Knochenmark) ermöglicht. Die
hier beobachtete Abnahme an Proteinen mit Verbindungen zur ECM weist mögli-
cherweise auf einen Verlust dieser Eigenschaft während der frühen Expansionsphase
durch eine (Teil-)Differenzierung der Zellen hin.

Während länger andauernder Expansion nimmt die Zellzahl weiter zu. Die bereits
durch Proteomdaten an Tag 3 beobachtete beginnende Veränderung kann anhand
von Durchflusszytometrie an Tag 7 belegt werden. Nur noch weniger als 20 % der
Zellen exprimieren CD34 auf ihrer Oberfläche. Zusätzlich wurde eine CD45+ Zellpo-
pulation, einem für die meisten Leukocyten spezifischem Markerprotein, festgestellt.
Bestätigt wird diese Differenzierung durch das CD45-Proteinexpressionsprofil (Abb.
6.6).

Diese Veränderung resultiert in der PCA in einem größeren Unterschied zwischen
Tag 3 und Tag 7 als zwischen Tag 0 und Tag 3 (Abb. 6.4). Weil die Expansionsrate
innerhalb der ersten drei Expansionstage auf demselben Niveau liegt wie von Tag 3
bis Tag 7 (Abb. 6.3), kann davon ausgegangen werden, dass bereits an Tag 3 größere
Veränderungen abgelaufen sind. Gleichzeitig konnte durch die Erstellung von Prote-
inprofilen gezeigt werden, dass die meisten in ihrer Abundanz veränderten Proteine
und ihre assoziierten Signalwege permanent über die gesamte Expansionsdauer
verändert sind und nur kleinere Veränderungen zwischen den späteren Zeitpunkten
ablaufen.

Weil keinerlei Regulation von direkten Interaktionspartnern oder Effektoren der
in der Zellkultur eingesetzten Cytokine beobachtet wurde, ist zu vermuten, dass
die meisten der hier beschriebenen Änderungen weniger abhängig vom Expansi-
onsprotokoll sind als bisher angenommen. Weitere Einblicke können in Zukunft
beispielsweise durch den Einsatz von gerichteten Methoden zur Proteinquantifizie-
rung mit einer höheren Sensitivität für spezielle Signalwege (z. B. NOTCH) erzielt
werden.
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Ein später Effekt auf Proteinebene ist die höhere Abundanz von spezialisierten
Zelladhäsionsmolekülen. Während die in der Durchflusszytometrie beobachtete Ver-
änderung im CD-Muster an Tag 7 durch die Quantifizierung von Proteinen bestätigt
wurde (nicht nur für CD45 und CD34, sondern auch für CD11, CD18 und CD74),
konnte durch die relative Proteinquantifizierung mit LC-MS darüber hinaus gezeigt
werden, dass bereits zu einem früheren Zeitpunkt gravierende Veränderungen in
der Proteinzusammensetzung auftreten.

Einige Proteine, die ausschließlich spät reguliert werden, stehen im Zusammenhang
mit der Aktivierung von Leukozyten oder Lymphozyten (DUSP3, HLA-DRA, PAK1,
CD45, SYK). Sollten die hier beobachteten Zellen in diese Richtung differenzieren, so
könnte dies durchaus die Fähigkeit zum Anwachsen im Patientengewebe negativ be-
einträchtigen. Damit verbunden ist eine größere Wahrscheinlichkeit zur Abstoßung
durch den Patienten. Weitergehende Untersuchungen dieser Effekte werden insbe-
sondere vor dem Hintergrund einer potentiellen klinischen Anwendung dringend
empfohlen. Ein weiterer Aspekt sollte dabei die Analyse von CD34+ Subpopulatio-
nen, wie die CD34+/CD38− Zellen, die als frühe hämatopoetische Vorläufer gelten,
durch Resortierung (FACS) nach der Expansion sein. Die Resortierung bietet, eine
ausreichende Zellzahl vorausgesetzt, die Möglichkeit der gezielten Analyse ein-
zelner Subpopulationen. Des Weiteren bleibt noch offen, ob eine Abwandlung im
Expansionsprotokoll durch die Verwendung anderer Cytokine die Predifferenzie-
rung in eine bestimmte Richtung leiten kann (z. B. myeloid oder lymphoid).

6.3 Fazit

Die ex vivo-Expansion von CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut resultiert durch den
Zusatz von Cytokinen in schnellem und effektivem Wachstum hämatopoetischer
Zellen. Sie stellt daher einen vielversprechenden, klinisch relevanten Ansatz dar, um
eine ausreichende Zellzahl für Transplantationen bereitzustellen (Kelly et al., 2009).
Die Proteinquantifizierung expandierender Zellen zeigt eine frühe Hochregulation
von Proteinen, die an der Proteinbiosynthese beteiligt sind und gleichzeitig eine
Herabregulierung von adhäsiven und exozytotischen Proteinen innerhalb von drei
Tagen.

Aus den in dieser Arbeit gezeigten Experimenten kann geschlossen werden, dass
dieses Verfahren die Eigenschaften von hämatopoetischen Stamm-/Vorläuferzellen
möglicherweise stärker verändert als bisher angenommen. Während sich, basierend
auf den gezeigten Daten, an Tag 3 noch keine Differenzierungsrichtung der Zellen
abzeichnet, sind nach weiterer Kultivierung in der Proteinexpression Anzeichen für
eine generelle Differenzierung zu Leukozyten und/oder Lymphozyten, die durch
Durchflusszytometrie noch nicht zugänglich ist, nachgewiesen worden. Wird dies
berücksichtigt, stellt sich letztlich die Frage, wie effektiv diese Art der Expansion in
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Bezug auf Erhaltung des undifferenzierten Zustandes der hämatopoetischen Zellen
ist.
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K A P I T E L S I E B E N

Ausblick

In dieser Arbeit konnte ein umfassender Einblick in das Proteom und das Sekretom
von Nabelschnurblutstammzellen gewonnen werden. Die hier erlangte Erkenntnis,
dass USSC gleich mehrere Neuritenwachstumsfaktoren sekretieren, verstärkt die
klinische Relevanz dieses Zelltyps. Gleichzeitig bietet sie die Möglichkeit, die neu-
ritenwachstumsfördernde Wirkung von USSC im lädierten Rückenmark genauer
untersuchen zu können, um so die Zellen gezielter einzusetzen. Die Veränderungen
des Proteoms, die nach Behandlung von USSC mit Rückenmarksgewebe ablau-
fen, lassen auf eine veränderte Motilität der Zellen schließen. Aber nicht nur nach
Rückenmarksläsion, auch bei der Behandlung von Myokardinfarkten kann das Wis-
sen um USSC-sekretierte Proteine zu einem verbessertem Einsatz führen. Die starke
ECM-modifizierende Wirkung der USSC-sekretierten Proteine kann möglicherweise
sogar einen Ansatz für andere klinische Einsatzfelder bieten.

In dieser Arbeit konnten einige neue potentielle Neuritenwachstumsfaktoren iden-
tifiziert werden. Für eine Bestätigung ihrer positiven Wirkung auf Neurone sind
umfassendere Experimente notwendig. Dies können in vitro durchgeführte Neuri-
tenwachstumsassays mit rekombinanten Proteinen sein oder sogar in vivo Versuche
mit rückenmarkslädierten Tieren.

Weiter konnte hier gezeigt werden, dass CD34+ Zellen aus Nabelschnurblut sich
während einer ex vivo Expansion stärker verändern als bisher angenommen. Die
ersten Anzeichen für eine Differenzierung nach sieben Tagen bieten Grund zur
Annahme, dass nach Expansion andere Zellen transplantiert werden, als bei der
Verwendung nicht-exandierter Transplantate. Inbesondere eine veränderte Fähig-
keit der Zellen, im Patientengewebe anzuwachsen, sollte eingehend untersucht
werden.
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A N H A N G E I N S

Tabellen

Die folgenden Tabellen und Dateien sind auf dem beigelegten Datenträger gespei-
chert. In der elektronischen Version dieser Arbeit öffnen sich die Dateien durch Klick
auf den Titel:

1.

2.

3. die zur Erstellung einer Da-
tenbank herangezogen wurden

4.

5.

6.

7. in Abhängigkeit von der Inkubationsdauer
reguliert sind

8. in Abhängigkeit von der Behandlungsart re-
guliert sind

9. , identifizierte Proteine sind rot
hervorgehoben

Tabellen � Seite XII



Tabellen

Abbildung A.1 – 2D-PAGE von USSC-Sekretom mit unterschiedlicher Transferrin-
Konzentration: Jeweils 50 μg Gesamtprotein (keine Kontrastverstärkung) wurden auf einer
2D-PAGE aufgetrennt. Links die ursprüngliche Transferrinkonzentration von 100 μg/ml (Schira
et al., 2012), rechts die reduzierte Transferrin Konzentration von 5 μg/ml. Transferrin ist in beiden
Fällen als deutliches Signal in oberen Bildmitte zu erkennen. Im Falle der reduzierten Konzentration
wird deutlich, dass andere Proteine besser hervorgehoben werden.
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