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Priaambel
Gesetzlich geschiitzte Warenzeichen werden ohne besondere Kennzeichnung verwendet.

Bei der Verwendung bestimmter Abkiirzungen fiir Zellen, beispielsweise ,,MSC* oder ,,PBMC*,
steht die Nomenklatur hier fir die Beschreibung der Zellpopulationen insgesamt. Auf eine

zusatzliche Mehrzahlbildung durch das Anfiigen eines ,,s* wird demzufolge verzichtet.
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1 Zusammenfassung

Humane multipotente mesenchymale Stromazellen (MSC) koénnen in verschiedene Zelltypen
differenzieren. Zusitzlich besitzen sie auch immunmodulatorische Eigenschaften und
sekretorische Fihigkeiten. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MSC nicht nur aus
Knochenmark (KM-MSC), sondern auch aus den Papillen von noch retinierten Weisheitszihnen
(Z-MSC) 1soliert und propagiert werden kénnen. Z-MSC unterscheiden sich nicht wesentlich von
KM-MSC hinsichtlich Morphologie, Proliferation, Immunphinotyp und Differenzierung.
Geringe Unterschiede waren lediglich im Zusammenhang mit der adipogenen Differenzierungs-
kapazitit der Z-MSC und bei der Expression des osteogenen Markers Bowe sialoprotein (BSP)
festzustellen. Dies veranschaulichte, dass Zahnpapillen leicht fir die Gewinnung von MSC
genutzt werden kénnen.

Ein weiterer Teil dieser Arbeit beschiftigte sich mit der regenerationsmedizinischen, lokalen
Anwendung von MSC bei steroidinduzierten avaskuliren Osteonekrosen (AVN) des Knies. Es
wurden unter anderem 7z vitro Experimente durchgefiihrt, die den Einfluss von Hypoxie und
IFNy auf MSC beziiglich des osteogenen Differenzierungspotenzials und der Sekretion des
angiogenetischen Faktors VEGF analysierten. Die Ergebnisse zeigten die uneingeschrinkte
osteogene Differenzierung von MSC bei reduziertem Sauerstoffpartialdruck von 3% und die
Sekretion von VEGF bei zusitzlicher O,-Reduktion auf 1%. Daraufthin sollten MSC
therapeutisch eingesetzt werden. An einer kleinen Kohorte von finf pidiatrischen
AVN-Patienten, denen expandierte autologe MSC wihrend der konventionellen Therapie der
Core Decompression in die nekrotische Lision injiziert worden waren, konnte Vertraglichkeit und
Sicherheit des Transplantats demonstriert werden. Bei einem mittleren Follow-up von 29 Monaten
konnte bei allen Patienten Schmerz reduziert, Beweglichkeit verbessert und die Knochen-
regeneration radiologisch beobachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit konnte zu dem an einem Patienten mit akuter Graft-versus-host disease
(GvHD) das Engrafiment und die Verteilung in den Organen von systemisch applizierten MSC
untersucht werden. Durch Detektion der HLLA-Disparitit von Empfinger und Spender-MSC
konnten immunbhistologisch transfundierte MSC in Leber und Teilen des Darms dargestellt
werden. Damit verbunden, wurden erste Experimente zur Modifikation der Glykanstruktur von

MSC unternommen, die auf die Verbesserung der Migrationseigenschaften zielen.




1 Summary

Human multipotent mesenchymal stromal cells (MSC) may differentiate into several different cell
types. In addition, MSC display immunomodulatory and secretory properties. This work has
shown that MSC can be isolated not only from bone marrow aspirates, but also from the papilla
dentalis of retained wisdom teeth (PD-MSC). With regards to morphology, proliferation,
immunophenotype and differentiation characteristics, BM-MSC and PD-MSC do not differ
considerably from each other. Only slight differences in association with the adipogenic
differentiation capacity of PD-MSC and the expression of the osteogenic differentiation marker
bone sialo protein (BSP) were identified. These results illustrate that papilla dentalis may be easily
be used as a source for MSC extraction.

A further section of this study focused on the regenerative aspects of the local administration of
MSC for the treatment of steroid-induced avascular osteonecrosis (AVN) of the knee. Among
others n vitro experiments were carried out to analyze relevant aspects such as the influence of
hypoxia and IFNy on the osteogenic differentiation potential of MSC and the secretion of
angiogenic factor VEGF. Results showed no effect on osteogenic differentiation of MSC under
oxygen tension of 3% and no effect on secretion of VEGF at further reduced oxygen levels of
1%. These results lead us to use MSC for therapeutic treatment. A small cohort of five patients
with AVN was treated by instillation of expanded autologous MSC to the site of necrotic lesion
during conventional core decompression surgery. Application of MSC in this group
demonstrated safety and feasibility. Within the median follow-up of 29 months pain was reduced
and mobility was improved for all patients. Radiological findings showed regeneration of the
treated bone.

Lastly, this work evaluated the engraftment and distribution of systemically applied MSC in
different tissues of a patient treated for acute graft-versus-host disease (GvHD). Through
detection of HLA-disparity between recipient and donor MSC the existence of transfused MSC
in liver, colon and small intestine could be shown immunohistologically. In association with this,
preliminary experiments were performed to modify particular MSC glycan structures with the aim

of improving homing capacity.




2 Einleitung

2.1 Humane multipotente mesenchymale Stromazellen

Erstmals wurden humane multipotente mesenchymale Stromazellen (MSC, multipotent mesenchymal
stromal cell) 1968 von Friedenstein ef a/. aus dem Knochenmark isoliert und beschrieben'. Diese
Zellen wurden darauf folgend als plastikadhirent, fibroblastendhnlich und zu Knochen-
vorlduferzellen, sprich osteogen, differenzierbar charakterisiert”. Auf diesen Arbeiten beruhend,
wurde der Begtiff der Knochenmarkstromazelle erstmals durch Maureen Owen geprigt’”. In den
90er Jahren charakterisierte dann Caplan diese Zellpopulation weiter und bezeichnete sie als
,»Mesenchymale Stammzellen“’. In verschiedenen Studien konnte spiter gezeigt werden, dass es
sich hierbei um eine eigenstindige, aber heterogene Zellpopulation handelte, die in der Lage war,
in verschiedene andere Zelltypen wie Chondrozyten, Myoblasten oder Tenozyten zu
differenzieren’. Es stellte sich heraus, dass diese knochenmarkabgeleitete Population nicht-
himatopoetischen Ursprungs und multipotente mesenchymale Stromazellen waren. Der
urspriinglich verwendete Begriff der ,,Mesenchymalen Stammzellen® musste prazisiert werden.
Zwar waren Eigenschaften der MSC wie Selbsterneuerung, die Fihigkeit, 7z vivo in multiple
Zelltypen zu differenzieren und Regenerationsfihigkeit von verschiedenen Geweben
unbestritten, jedoch lagen keine Experimente vor, die beispielsweise fir hiamatopoetische
Stammzellen zum Anforderungskatalog der Definition ,,Stammzelle* gehorten. So existiert bisher
kein Nachweis des langlebigen Engrafiment nach Transplantation und eine erfolgreiche
Retransplantation wie es flir himatopoetische Stammzellen im Non-obese diabetic/ severe combined
immunodeficiency-(INOD /SCID)-Mausmodell anerkannt wurden. Um weitere Konfusionen zu
vermeiden und auch im Sinne der Vergleichbarkeit durchgefiihrter Studien mit MSC, wurde
daher 2005 von der International Society for Cellular Therapy (ISCT) der Begriff der ,,multipotenten
mesenchymalen Stromazelle® vorgeschlagen und verbreitet. Das Akronym MSC sollte dabei
weiterhin Bestand haben®. Fiir die vorliegende Arbeit ist mit der Abkiirzung MSC die Population
der multipotenten mesenchymalen Stromazellen gemeint und zwar - sofern nicht ausdriicklich
anders erwihnt - MSC humanen Ursprungs.

MSC koénnen aus Knochenmarkaspiraten tiber Plastikadharenz isoliert werden. Zuvor kann eine

Erythrozytenlyse oder eine Dichtegradientenzentrifugation durchgefithrt werden”"".

Im
Knochenmark weisen MSC jedoch nur eine Frequenz von 0,01%o - 0,1%0 der kernhaltigen Zellen
auf'’. Das sind rund hundertmal weniger als himatopoetische Stammzellen (HSC, Hematopoietic

stem celh® . Inzwischen konnten MSC auch aus einer Reihe anderer Gewebe isoliert werden. So




2 Einleitung

sind neben fetalem Gewebe der Leber, Lunge und Milz, der Plazenta, dem Fruchtwasser oder
Nabelschnurblut MSC auch beispielsweise in Synovialfliissigkeit, Fettgewebe, Thymus und
einzelnen Geweben von Zihnen wie Pulpa, Ligament oder Zahnfollikeln gefunden worden'>*.
Dabei griff man auf unterschiedliche Methoden der Isolation und Expansion zuriick. Moglich
waren zum Beispiel die Dichtegradientenzentrifugation von mononukleiren Zellen oder die
Isolation tiber verschiedene Oberflichenmolekile via Durchflusszytometrie (FACS, Fluorescence
activated cell sorting) oder Magnetic cell sorting (MACS)”*". Die so gewonnenen MSC stellten jedoch
keine einheitliche Zellpopulation dar” *. Fiir die Herstellung vergleichbarer Zellentititen wurden
darauthin in einem zweiten Position Paper der ISCT Minimalkriterien formuliert, um die Identitit
der heterogenen Population von MSC zu beschreiben®. Es wurden drei maBgebende Kriterien
festgelegt: Erstens sind alle MSC plastikadhirent, zweitens weisen sie ein charakteristisches
Oberflichenexpressionsmuster von Proteinen auf, drittens verfiigen MSC-Populationen tiber die
multipotente Fihigkeit in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten zu differenzieren.
Hinsichtlich der Expression von Oberflichenmarkern miissen MSC  positiv  fiir CD73
(Ecto-5" Nukleotidase), CD90 (Thy-1) und CD105 (Endoglin) sein. Im Gegensatz dazu sollten
CD34 als Marker fiir himatopoetische Vorlaufer- und Endothelzellen, CD45 als Leukozyten-
marker, CD14 oder CD11b als Monozyten- und Makrophagenmarker, CD19 oder CD79a als
Marker fiir B-Zellen und HLA-DR im unstimulierten Zustand von MSC nicht auf der Oberfliche
exprimiert sein. Eine Oberflichenexpression von HLA-DR ist erst nach Stimulation, zum
Beispiel durch Interferon-y (IFNy), detektierbar und sollte gesondert im experimentellen Kontext
erwihnt werden. Uber weitere Markerantigene, die fir die MSC Isolation durch Antikorper-
selektion charakterisiert und diskutiert wurden, soll in einem der nachfolgenden Abschnitte
separat und ausfiihrlicher gesprochen werden. In der Tabelle ist ein Uberblick aller maBgebenden

Kriterien zur Identifizierung von MSC zusammengestellt.

Tab. 2-1: Kriterien zur Identifizierung von MSC.

Plastikadharenz

Immunphinotyp - positiv: | CD73, CD90, CD105, HLA-ABC
- negativ: | CD14, CD19, CD34, CD45, HLA-DR

Differenzierung (in vitro) Adipozyten, Chondrozyten, Osteoblasten

Unabhingig von der Art der Isolationsmethode bilden MSC in Kultur Kolonien, die aus

einzelnen Zellen hervorgehen, wenn isolierte Stromazellen in niedriger Dichte ausgebracht
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werden. Diese Kolonien wurden als Colony-forming unit fibroblast (CFU-F) bezeichnet” . Innerhalb
dieser Finzelzellkolonie konnten mindestens zwei unterschiedliche Zellarten gefunden werden:
Zum einen kleine, schnell proliferierende Zellen und zum anderen gréBiere, reife Zellen, die MSC,
die sich weniger stark selbst ernecuern™ . Expandierte man einzelne dieser MSC-Kolonien,
zeigten sich zwischen den Klonen unterschiedliche Priferenzen hinsichtlich ihrer Plastizitit".
Mehrere Gruppen haben mit Hilfe immunphinotypischer Untersuchungen tber die Existenz
unterschiedlicher Subpopulationen von MSC berichtet. Fir einzelne dieser definierten
Zellfraktionen, die sich ausschlieBlich in allen vorhandenen CFU-F einer Kultur befanden,
wurden zusitzlich Unterschiede im Differenzierungsverhalten demonstriert. So  zeigte
beispielsweise eine von Battula ¢ 4/ durch den FEinsatz von monoklonalen Antikérpern als
MSCA'CD56  beschriebenen Subpopulation die Kapazitit in Adipozyten zu differenzieren,
wohingegen die MSCA'CD56"-Population diese Figenschaft nicht besa™. Weitere
Subpopulationen wurden auch durch die Detektion von frigzled-9 oder Stro-1 auf MSC
publiziert®” ",

Als einen abschlieBenden Punkt bei der Charakterisierung von MSC gab das Position Paper 11 zu
bedenken, dass eine lange und intensive Expansion von MSC, die Moglichkeit eventuell
auftretender chromosomaler Aberrationen zur Folge hat’. Diese Beobachtung stand auch im
Zusammenhang mit Analysen des Zellalterungsprozesses bei langzeitkultivierten MSC™. Die
Untersuchungen zeigten Auswirkungen der Seneszenz auf alle relevanten Parameter, die zur
Definition von MSC heran gezogen wurden, also auf Morphologie, Oberflichenexpression und
Differenzierungseigenschaften der Zellen. Die Verdnderungen der Morphologie gingen mit der
Limitierung der Zellverdopplungsraten einher und endeten im Proliferationsstopp der MSC nach
Langzeitkultur. Mit Beginn der Kultur wurden reproduzierbare Unterschiede in der
Genexpression festgestellt, die auf einen kontinuierlichen und organisierten Ablauf des
Zellalterungsprozesses bei MSC schlussfolgern lieBen™. Die replikative Seneszenz beeinflusste
auch das Differenzierungspotenzial von mesenchymalen Stromazellen. So wurde gezeigt, dass mit
zunehmender Expansionsdauer die Fihigkeit, in Adipozyten zu differenzieren, verloren ging. Im
Gegensatz dazu stieg das Potenzial zur osteogenen Differenzierung mit der Hohe der

Passagenzahl3 8,

2.2  Immunphinotyp von mesenchymalen Stromazellen

Bislang ist kein einzelner spezifischer Marker bekannt, mit dem MSC hinreichend identifiziert
und selektioniert werden konnten. Gegenwirtig ist dafiir noch eine Kombination aus positiven

und negativen Oberflichenantigenen notwendig.
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Die urspringliche Unterscheidung von hidmatopoetischen und mesenchymalen Vorliuferzellen
des Knochenmarks wurde tiber die Expression von CD50 1CAM-3, Intercellular adhesion molecule 3)
getroffen. Aus CD50CD34" Progenitoren gehen Zellen der mesenchymalen Linie hervor, aus
CD50°CD34" die der himatopoetischen Linie”. Es wurde berichtet, dass die Expression von
CD34 auf mesenchymalen Vorliuferzellen i vitro verloren geht". Heute gelten sowohl CD34 als
auch CD45 als ausschlieBlich himatopoetische Marker, wobei CD34 auch auf Endothelzellen
vorkommt. Sie dienen damit der Negativselektion von MSC. Eine gemeinsame Vorliuferzelle
von HSC und MSC wurde bisher noch nicht identifiziert, obwohl experimentelle Hinweise ihrer
Existenz vorliegen"’. Weitere Phinotypisierungen brachten eine Vielzahl von positiven Markern
zur ldentifizierung von mesenchymalen Stromazellen hervor'. Neben Thy-1 (CD90) und
Endoglin (CD105) wurde mehrfach Stro-1 als spezifischer MSC-Marker publiziert”* *. Es
wurde gezeigt, dass Stro-1 alle existenten CFU-F einer Kultur detektieren konnte™.

Durch Deschaseaux e /. wurde ein weiterer potenzieller MSC-Marker charakterisiert, CID49a, die
a1-Untereinheit des Very late antigen 1 (VLLA-1) Integrins®. Allerdings konnten hier auch nur in
Kombination mit CD45 als Negativmarker MSC selektioniert werden” . Interessanterweise
wiesen Stewart ef al. in CD49a"-Zellen eine Co-Expression mit Stro-1 nach*. Dariiber hinaus
konnten folgende Antigene ebenfalls eine Rolle bei der Isolation von MSC aus
Knochenmarkaspiraten spielen: CD44 (Hyaluronsiurerezeptor), CD56 (N-CAM, Neuronal cell
adbesion molecule), CD63 (Protein der Tetraspaninfamilie), CD146 (MCAM, Melanoma cell adhesion
molecule)  bzw. CD166 (ALCAM, Activated lenkocyte  cell  adhesion  moleculd)*™.  Aktuelle
Kandidatenmolekiile sind beispielsweise CD271 (NGFR, Low affinity nerve growth factor receptor),
CD140b (PDGYR-B, Platelet-derived growth factor receptor f) und CID349 (frizzled-9), aber auch
SSEA-4  (Stage-specific embryonic antigen-4), MSCA-1 (Mesenchymal stem cell antigen-1) oder GD2

29 36 50-53

(Disialogangliosid) Es bleibt dabei umstritten, GD2 als alleinigen Marker zur
Identifizierung von MSC zu betrachten.

Da keine einzelnen spezifischen Oberflichenmarker fir MSC bekannt sind, ist auch die
Abwesenheit bestimmter Proteine fiir die Charakterisierung von MSC hilfreich. Neben einer
Reihe himatopoetischer Marker wie CD34, CD45, CD50 und CD133 (Prominin-1) sind sie fur
co-stimulatorische Molekiile wie CD80 (B7-1), CD86 (B7-2) und CD40 negativ>*™. Weiterhin
besitzen sie auch kein CD15 (Lewis X, SSEA-1) oder CD62 (E, L, P-Selektin), die wichtige
Epitope bzw. Liganden beim Homing und der Migration von Zellen darstellen'’. MSC exprimieren
dartiber hinaus zahlreiche Oberflichenmolekiile, deren jeweilige Liganden auf Zellen der himato-
poetischen Linie zu finden sind”’. Hierzu gehéren neben HLLA-Klasse 1 auch ICAM-1 (CD54),
ICAM-2 (CD102), VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecute-1, CID106), LEA-3 (Lymphocyte function-

associated molecule, CD58) und verschiedene Integrine wie B1, B3, B4, o5 und «6™. Fir eine
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Expression von HLA-Klasse II ist erst eine Stimulation mit IFNy erforderlich®™. Auf einzelne
Interaktionen, die zum Beispiel immunmodulatorisch oder inhibitorisch sein kénnen, wird im

weiteren Verlauf dieser Einfithrung priziser eingegangen.

2.3 Isolation von mesenchymalen Stromazellen aus Geweben

Nachdem mesenchymale Stromazellen anfanglich nur aus dem Knochenmark isoliert worden
sind, hat sich im Verlauf der letzten Jahre gezeigt, dass MSC in vielen verschiedenen Geweben
des Organismus zu finden waren™. So konnten MSC zusitzlich auch aus den Trabekularbillchen

6! Es handelt sich hierbei um zwei Gewebe, in welche MSC

und aus Fettgewebe isoliert werden
in Ubereinstimmung mit dem Position Paper 11 der ISCT standardgemiB differenzieren koénnen
miussen’’. Isolierte Zellen aus dem Periost, dem Kreuzband und aus Sehnen wurden als
MSC-ihnlich beschrieben, da sie nur Teile der Figenschaften von mesenchymalen Stromazellen

besitzen®*®,

Hier zeigte sich exemplarisch das wiederholt auftretende Problem, dass
Populationen aus verschiedenen Geweben gewonnen werden, diese aber nicht vollstindig,
sondern nur teilweise die Charakteristik von MSC aufweisen™. Die Heterogenitit der separierten
Zelltypen koénnte auch auf die unterschiedlichen Isolations- und Kultivierungsmethoden
zurtickgefithrt werden. Allerdings zeigte sich auch die Population der MSC selbst, wie erwahnt,
heterogen hinsichtlich Morphologie und Differenzierungspotenzial®. Insgesamt wird dabei
nochmals das Problem des Fehlens eines universellen molekularen Markers fiir MSC deutlich®.

Im Zusammenhang mit verschiedenen Bindegewebsarten wie Sehnen und Binder konnten
weitere, aus anderen Bindegewebstypen isolierte mesenchymale Stromazellen beschrieben
werden. Die Quellen, die wie jedes Bindegewebe mesodermalen Ursprungs sind, waren hier die

66-68

Dermis, der skelettale Muskel und der Limbus corneae des Auges™ ™. Weiter ist die erfolgreiche

Isolation aus Synovium, Peripher- und Nabelschnurblut, Amnionflissigkeit und Plazenta gezeigt

worden'®

7 Zusitzlich wurde an adulten Miusen demonstriert, dass MSC aus allen postnatalen
Organen und Geweben - Gehirn, Leber, Lunge, Niere, Pankreas und Thymus - abgeleitet werden
konnten”".

Zihne und ihre verschiedenen Gewebebestandteile stellen allgemein einen besonders
interessanten Ort fiir die Suche nach Stammezellnischen dar, da sie sich ganzheitlich aus zwei der
drei Keimblitter entwickeln. Dabei bilden sich aus den Zahnknospen (Ektoderm) die
eigentlichen Zihne, die in ihrem Inneren die Pulpa (Mesoderm) umschlieen. Sie werden
gemeinsam von den umliegenden Unterzungenspeicheldriisen und der Submucosa der

Mundschleimhaut (Entoderm) umgeben. In unterschiedlichen Kompartimenten des Zahns und

den angrenzenden Geweben sind in riumlicher Nihe Stammzellen entdeckt worden. Dies sind
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im Einzelnen: Stammzellen der dentalen Pulpa (DPSC, Dental pulp stem cells), des periodontalen
Ligaments (PDLSC, Periodontal  ligament ~stem cells), dentaler Follikelvorlauferzellen von
Weisheitszihen sowie von ausgefallenen Milchzihnen (SHED, Stew cells from human exfoliated
decidnons teeth) und dentalen Epithelzellen®** 7™,

Zuerst wurden von Gronthos e al. epithel- und fibroblastenahnliche Zellen aus der Pulpa des
Zahns isoliert, deren Population als heterogen und von knochenmarkabgeleiteten Stammzellen
(KM-MSC) zu unterscheiden waren”. Die DPSC zeigten starkes Proliferationsvermogen, die
Fahigkeit zu mineralisierenden, den Odontoblasten ahnliche Zellen 7z vitro und in vivo zu
differenzieren und eine mit den KM-MSC vergleichbare Proteinexpression. Jedoch wurden
bekannte Oberflichenmarker von mesenchymalen Stromazellen wie CD73, CD90 und CD105
nicht berticksichtigt. Weiterfithrend konnte demonstriert werden, dass DPSC auch in Adipozyten
und neuronenihnliche Zellen differenzieren kénnen’. Miura ef a/. entdeckten fast zeitgleich eine
den DPSC ihnliche, aber dennoch eigenstindige Stammzellpopulation, die SHED. Die Analyse
der Eigenschaften wurde im Vergleich zu DPSC und KM-MSC betrachtet. Kennzeichnend
waren dabei eine geringe Expression von Stro-1 und CD146 sowie die Differenzierung in
funktionelle, den Odontoblasten #hnliche Zellen. Darauf folgend wurde von Seo ef a/. die
Existenz von Stammzellen im periodontalen Ligament bewiesen. Im Vergleich zu DPSC wurde
die schwichere Ausbildung von Kalziumdepots 7z wifro nach osteogener Differenzierung
beobachtet; gegeniiber KM-MSC war hier ebenfalls eine stirkere Proliferationsfihigkeit
festzustellen”. Die Analyse des molekularen Phinotyps der PDLSC zeigte eine positive
Oberflichenexpression fiir CD44, CD90, CD105, CD166 und geringe fiir Stro-1. Der Anteil der
Expression von CD34 und CD45, wie auch fir KM-MSC bekannt, lag unter 2% der
Gesamtpopulation™ "

Diese Arbeiten konnten gemeinsam die Existenz von MSC in unterschiedlichen Bereichen des
Zahns und in bestimmten assoziierten Geweben belegen. Die isolierten, eigenstindigen
Populationen wurden hinsichtlich ihrer FEigenschaften der Proliferation, der Expression
stammzellrelevanter Marker, ihres Differenzierungspotenzials und der Regenerationsfihigkeit
von Geweben 7z vivo untersucht und mit denen von KM-MSC verglichen. Es musste dabei
festgestellt werden, dass keineswegs alle zu Grunde liegenden Kriterien von mesenchymalen
Stromazellen im vollen Umfang erfiillt werden konnten. Jede untersuchte Stammzellpopulation
zeigte dabei ihren individuellen Charakter mit unterschiedlich groen Abweichungen beziiglich
der Definition von MSC™ 77,

Ein Schwerpunkt der hier vorliegenden Arbeit liegt in der Isolation von MSC aus einem eigenen,

assoziierten Zahngewebe, der Zahnhalspapille. Im weiteren Verlauf dieser Einfiihrung wird

deshalb immer wieder gesondert darauf eingegangen.
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2.4 Plastizitit von mesenchymalen Stromazellen

Als ein wichtiges und maligebendes Kriterium bei der Charakterisierung von mesenchymalen
Stromazellen wird die Differenzierungsfahigkeit von MSC angesehen. Der Standard fiir die
Eigenschaft in unterschiedliche Zelltypen und Gewebe zu differenzieren, wurde durch
Dominici e al. zusammengefasst und beschreibt die adipogene, chondrogene und osteogene
Differenzierung bei MSC in witro’'. Zahlreiche Publikationen zeigten die zuverlissige
Differenzierung von MSC in Adipozyten, Chondrozyten oder Osteoblasten™™. Muraglia ez a/.
definierte diese drei Differenzierungen ex wivo in einer hierarchischen Folge. Dabei wurden
185 Stromazellklone auf ihr Potenzial hin analysiert, adipogen, chondrogen bzw. osteogen zu
differenzieren. Mit einer Ausnahme differenzierten alle Klone osteogen, nur rund 70% zeigten
osteo-chondrogenes und etwa ein Drittel osteo-chondro-adipogenes Potenzial. Weder die
Kombinationen osteo-adipogen oder chondro-adipogen, noch einzelne chondrogene bzw.
adipogene Phinotypen wurden gefunden. Fiur ausgewihlte Klone wurde =zusitzlich die
Differenzierungsfahigkeit tber die Lebensdauer getestet: Mit steigender Anzahl an
Zellverdopplungen ging zuerst das adipogene, dann das chondrogene Potenzial verloren. Dabei
wurde gleichzeitig eine Altersabhingigkeit der Differenzierungsfihigkeit vom Spender
demonstriert. MSC von jingeren Spendern hatten eine héhere Wahrscheinlichkeit, in die drei
beschriebenen Zelltypen zu differenzieren als MSC ilterer Spender®".

Mesenchymale Stromazellen sind als multipotente, adulte Stammzellen in der Lage, nur in nah
verwandte Zell- und Gewebetypen zu differenzieren. Im Gegensatz dazu werden Zellen dann als
pluripotent betrachtet, wenn sie wie embryonale Stammzellen (ES) dazu befihigt sind, sich in
Gewebe aller drei Keimblitter zu entwickeln®. Die drei verschiedenen Zelltypen der Adipozyten,
Chondrozyten und Osteoblasten entstammen gemeinsam dem Mesoderm. Obwohl es zugleich
mehrere unabhingige Berichte dartiber gibt, dass MSC auch in Zellen und Gewebe nicht-
mesodermalen Ursprungs differenzieren, zum Beispiel in Hepatozyten (Entoderm) oder
Neuronen (Ektoderm), bleibt das so bezeichnete Phinomen der Transdifferenzierung stark
diskutiert® %,

Im Folgenden ist eine Ubersicht zu den bereits nachgewiesenen und noch strittigen
Differenzierungsméglichkeiten von MSC unter Bezug auf die drei Keimblitter (Abb. 2-1)
gegeben.
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Abb. 2-1: Plastizitit von multipotenten mesenchymalen Stromazellen. MSC besitzen die Fahigkeit
neben der Selbsterneuerung im Knochenmark in verschiedene Zellen und Gewebe der mesodermalen
Linie zu differenzieren (dunkle Pfeile). Das Potenzial in Myozyten zu differenzieren oder tiber Keimblatt-
grenzen hinweg in Gewebe des Endo- bzw. Ektoderms zu transdifferenzieren (helle Pfeile), ist zwar
beschrieben, bleibt aber kontrovers.

Experimentelle Tiermodelle zur Untersuchung der Effekte nach Transplantationen von MSC
konnten bisher nicht kliren, wie es zur Regeneration bestimmter geschidigter Gewebe kommt.
Togel et al. fihrten die positive Entwicklung bei Ratten mit akutem Nierenversagen, denen MSC
infundiert wurden, auch auf die Transdifferenzierung der MSC zu Tubuli und Endothelzellen
zurtick®. Hier sollten detektierte mesenchymale Stromazellen die in der Niere zerstérten Tubuli
ersetzt haben, indem sie Uber die Grenze der Keimblitter hinweg in Nierenzellen (Entoderm)
differenzierten. Weitere Studien beschrieben die Regeneration von renalem Epithel oder die
Generierung von Myokard aus MSC als weitere Beispiele fiir Transdifferenzierung® ™. Andere
Arbeiten wiederum gingen nicht davon aus, dass Transdifferenzierungsereignisse stattgefunden
hatten, da die Existenz von spenderspezifischen Genen oder Markern dafir keinen
ausreichenden Beweis darstelle””. Vielmehr wurde inzwischen spekuliert, dass es sich dabei um
ein anderes Phinomen handelt. Nicht die Differenzierung von MSC in Zellen des beschidigten
Organs 7z vivo, sondern die Fusion von unterschiedlichen Zelltypen wurde als mégliches Ereignis
in Betracht gezogen. Die spontane Zellfusionen 7z vitro und 7n vivo werden in diesem Kontext als

Ubernahme des jeweiligen Phinotyps der Zellen von Spender bzw. Empfinger beschrieben™ ™.
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Eine weitere Erklirung fiir die positiven Effekte von transplantierten MSC auf die degenerativen
Gewebe, in die sie eingewandert sind, stellt die Sekretion von parakrin wirkenden Faktoren in die
Gewebeumgebung dar. Die Expression von Wachstumsfaktoren und die Regulation von
pro- und anti-inflammatorischen Chemokinen und Zytokinen von MSC wurden dabei als

$095% Die Plastizitit von mesenchymalen Stromazellen ist fiir die Ausprigung

bedeutend erachtet
dieses Effekts allerdings nicht nomendig97. Auf die Interaktionen zwischen MSC und Geweben
des Empfingers sowie auf die modulatorischen Effekte von MSC auf verschiedene Zell-

populationen des Immunsystems wird in nachfolgenden Abschnitten ausfiihrlicher eingegangen.

2.5 Parakrine Effekte multipotenter mesenchymaler Stromazellen

Bei der Anwendung zur Geweberegeneration konnen MSC iber zwei unterschiedliche
Funktionen wirksam werden. Zum einen konnen sie selbst innerhalb des geschidigten Gewebes
durch Differenzierung defekte Zellen durch neue ersetzen. Zum anderen konnen sie Effekte auf
ihre Nachbarzellen durch die Sekretion von so genannten trophischen Faktoren ausiiben™. Die
parakrinen Effekte konnen dabei einerseits iiber intrazellulire Signale direkt vermittelt werden
oder die MSC veranlassen andererseits die Zellen in unmittelbarer Nihe dazu, selbst diese
Faktoren freizusetzen. Sie wirken somit nur indirekt auf das Gewebe. Infolge dessen kénnen
unterschiedliche Mechanismen induziert werden, die angiogenetische, anti-apoptotische,
chemotaktische, mitotische Effekte haben oder die Differenzierung und Proliferation
modulieren. Die Mechanismen kénnen dabei einzeln oder in Kombination auftreten und ihre
protektive Wirkung entfalten®. Bei der indirekten Vermittlung der parakrinen Effekte bleibt die
Produzentenzelle von den sezernierten Faktoren unbeeinflusst; sie selbst halt ihren
undifferenzierten Status bei”. Der Anteil, den die MSC-abgeleiteten, neu differenzierten Zellen
bzw. die sekretorischen Effekte im Einzelnen am gesamten Regenerationsprozess besitzen, bleibt
dabei nur schwer zu ermitteln. Eine grundlegende Aufgabe der MSC liegt in der Unterstiitzung
der Himatopoese. Dies gelingt tber die Produktion einer Reihe von himatopoetischen
Zytokinen wie G-CSE (Granulocyte colony-stimulating factor), M-CSE (Macrophage colony-stimulating
Sactor), SDE-1 (Stromal-cell-derived factor 1), LIF (LLenkemia inhibitory factor), Interleukin 6 (IL-6) und
IL-11”. Allgemein wird G-CSF als ein Faktor zur Mobilisierung von himatopoetischen
Stammzellen aus dem Knochenmark und SDF-1 als ein Chemoattraktor betrachtet'” ',
Beispielhaft fir die trophischen Effekte von MSC war auch ihr therapeutischer Einsatz in
unterschiedlichen Tiermodellen hinsichtlich der Geweberegeneration nach Schlaganfillen,

102-104

Myokardinfarkten oder Knorpelschiden . Die auftretenden Gewebeschiden an Gehirn,

Herzmuskel und Meniskus koénnen hierbei experimentell durch Ratten- und Ziegen-MSC
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teilweise oder komplett behoben werden. Im Zusammenhang mit der Regeneration des
Myokards nach Infarkten durch MSC sind inzwischen einige der beteiligten sekretorischen
Faktoren bekannt: VEGY (IVascular endothelial growth factor), HGF (Hepatocyte growth factor), PLGEF
(Placental  growth factor), LIF, 1L-6 und Adrenomedullin, ein starker angiogenetischer und
105

kardioprotektiver Faktor

von VEGF und HGF, spielen offensichtlich auch bei der erfolgreichen Behandlung von Leber-

. Die parakrinen Fihigkeiten von MSC, insbesondere die der Sekretion

und Nierenerkrankungen eine entscheidende Rolle. In unterschiedlichen Rattenmodellen zur
MSC-Transplantation bei Glomerulonephritis bzw. akutem Nierenversagen wurde hauptsichlich
der VEGF-Sekretion die Vermittlung eines therapeutischen Effekts zugeordnet®™ ', Der
Wachstumsfaktor wirkt stark pro-angiogenetisch und fordert somit die Vaskularisierung der
ischamischen Gewebe. Zusitzlich wurden auch TGF-1 (Transforming growth factor), bFGE (Basic
fibroblast - growth  factor) und HGF freigesetzt, die in Kombination zur Verbesserung der
Nierenfunktion beitragen®. Die Sekretion von HGF durch MSC bei Leberfibrose in Ratten
fithrte zur verstirkten Apoptoseinduktion der aktivierten, hepatischen Sternzellen (Ito-Zellen)'”.
Sie sind fiir die gestorte Synthese und Degradation der extrazelluliren Matrix verantwortlich und
prigen das histologische Krankheitsbild der Leber durch unregulierte Bindegewebs- und
Narbenbildung. Dabei sezernierten die aktivierten Sternzellen IL-6 und stimulierten die MSC
daraufhin zur Produktion des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10. In diesem dynamischen
Prozess wurde die Proliferation der Sternzellen supprimiert und die weitere Kollagensynthese
durch IL-10 und konstitutiv exprimiertes TNFoa (Tumornekrosefaktor o) synergistisch inhibiert.
An dem Beispiel wurde deutlich, wie die MSC tiber parakrine Effekte indirekt die Aktivitit dieser
pathologisch wirkenden Zellen modulieren'”.

Des Weiteren sind auch Faktoren bekannt, die direkt auf die Differenzierung und Proliferation
von Zellen wirken. So sind hierzu beispielsweise Wnt-11 als parakriner Differenzierungsfaktor
und IFN@ als Regulator der Proliferation und Differenzierung iber kurze Distanzen zu

nennen'”. Die physiologische Rolle von IFNB liegt in der Tumorsuppression iiber anti-

angiogenetische und anti-proliferative Effekte.

2.6 Immunmodulatorische Eigenschaften von mesenchymalen Stromazellen

Fir die Regeneration von geschidigten Zellen und Geweben durch MSC war bekannt, dass eine
Vielzahl von 16slichen Faktoren durch verschiedene Stimuli exprimiert und sezerniert werden®™.
Die Funktionen und Effekte von MSC gehen auf die Interaktion mit Zellen des angeborenen und

erworbenen Immunsystems zuriick”’. MSC exprimieren HILA-Klasse 1 konstitutiv, nach

Inkubation mit IFNy auch HLLA-Klasse II, aber keine co-stimulatorischen Molekiile™. Sie gelten
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daher als wenig immunogen. Humane MSC lésten beispielsweise keine IFNy-Produktion in
HIA-disparaten humanen PBMC (Peripheral  blood  mononuclear cell) aus'”. Trotz dieser
Eigenschaften konnten sie immunsuppressive Funktionen auf T-Zellen, B-Zellen, natirliche
Killerzellen (NK) und dendritische Zellen (DC) ausiiben'"”. In Anwesenheit von MSC wurde die
jeweilige Proliferation dieser Zellpopulationen gehemmt''"'*, Dariiber hinaus werden weitere
Funktionen durch MSC beeinflusst: Die Zytokinsekretion und Zytotoxizitit von T-Zellen, die
Reifung und Antikérpersekretion von B-Zellen, die Zytokinproduktion und Zytotoxizitit von
NK-Zellen und die Reifung, Aktivierung und Antigenprisentation von DC'? """,

Die Inhibition der Proliferation von antigenspezifischen T-Zellen durch MSC war nicht vom
MHC-Komplex abhingig, sondern konnte auch durch HILA-disparate MSC erreicht werden'”.
Der anti-proliferative Effekt der MSC ging dabei offensichtlich nicht mit der Induktion von

120

Apoptose einher ©. Als mogliche Erklirung wurde der Zellzyklusarrest der T-Zellen in der

G,-Phase genannt'"

. Es wurde zusitzlich die Meinung vertreten, dass die Inhibition sowohl
durch direkten Zell-Zell-Kontakt, als auch durch die Freisetzung von l6slichen Faktoren initiiert
werden kann™”" "', Beide Mechanismen werden auch fiir die Inhibition der Proliferation, der
Differenzierung und der Expression von Chemokinrezeptoren von B-Zellen angenommen''* ',

Krampera et al. konnten zeigen, dass MSC nicht per se die Proliferation von B-Zellen in vitro

inhibierten, aber durch extern zugefithrtes IFNy die Zellteilungsaktivitit reduziert wurde'”. Da
B-Zell-Antworten jedoch hauptsichlich von T-Zellen abhingig sind, sind die Interaktionen von
MSC und B-Zellen mit hoher Wahrscheinlichkeit davon beeinflusst”.

NK-Zellen sind bedeutende Effektorzellen des angeborenen Immunsystems. Ihre Funktions-
aktivierung wird durch oberflichenstindige Rezeptoren iiber ein aktivierendes oder inhibierendes
Signal vermittelt. Die Erkennung der Zielzellen findet Gber die Bindung von exprimierten
Liganden an spezifische, aktivierende NK-Zell-Rezeptoren statt. Durch nicht oder niedrig
exprimiertes HLLA-Klasse I auf der Zelloberfliche wird demzufolge die zytotoxische Aktivitit der
NK-Zellen, also die Lyse der Zielzellen, induziert'* '**,

Mesenchymale Stromazellen kénnen aktiv die Expression der aktivierenden Rezeptoren NKp30
(CD337) und NKG2D (Natural-killer group 2, member D) herunter regulieren und somit die
zytotoxische Aktivitit der NK-Zellen hemmen''*. Dabei gibt es Unterschiede zwischen frisch
isolierten NK-Zellen und nach vier bis fiinf Tagen Co-Kultur mit MSC. Im ersten Fall bleibt die
zytotoxische Aktivitit durch MSC unbeeinflusst, im Zweiten ist die Lyse der Zielzellen weniger

effizient'® ', MSC unterdriicken die I1.-2 oder I1.-15 vermittelte NK-Zell-Proliferation und die
IFNy-Produktion durch NK-Zellen® "®. Sie kénnen auch die Zytokinproduktion von

NK-Zellen verindern, wobei diese signifikant geringere Mengen IFNY, IL-10 und TNF« nach

Co-Kultur mit MSC produzierenm. Im Zusammenhang mit der geringen Expressionsdichte von
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HILA-Klasse I auf mesenchymalen Stromazellen ist publiziert, dass IL-2 oder IL-15 aktivierte

NK-Zellen MSC effektiv lysieren konnten'*. Durch Inkubation mit IFNy konnten sich MSC
zumindest zum Teil durch Erhéhung der Expression von HLA-Klasse I vor der NK-Zell-Lyse

. 11
schiitzen',

Fir die Untersuchungen der hemmenden Effekte von MSC auf NK-Zellen, wie auch auf T- und
B-Zellen, wurden Experimente im Transwellsystem durchgefihrt. Hierbei waren die
Populationen durch eine semipermeable Membran raumlich voneinander getrennt. Wurden nun
Effekte festgestellt, gingen diese auf die Ubertragung 16slicher Faktoren zurlick, wie es bei der
Inhibition der Proliferation und der Zytokinproduktion von IL-15-stimulierten NK-Zellen durch
MSC zu beobachten war. Fur die Hemmung der zytotoxischen Aktivitit der NK-Zellen war
jedoch Zell-Zell-Kontakt mit den MSC notwendig'”. Ob die Interaktion zwischen den
verschiedenen Signalmolekiilen beider Populationen essentiell fir die Induktion inhibitorischer
Faktoren in den MSC war, wurde nicht vollstindig geklirt. Fin hemmender Effekt auf die
Proliferation von NK-Zellen durch Inkubation mit allein von MSC konditioniertem Zellkultur-
Uberstand ist bislang nicht veroffentlicht. Es ist jedoch bekannt, dass die Proliferation von PBMC
in konditioniertem Medium aus MSC/PBMC-Co-Kultur deutlich gehemmt wird; in rein
MSC-konditionierten Medium ist die Hemmung etwas schwicher, aber dennoch nachzuweisen.
Die Proliferation von B-Zellen konnte hingegen nicht mit Uberstand von konfluent wachsenden
MSC inhibiert werden. Daher wurde vermutet, dass fir die Freisetzung von hemmenden

Faktoren durch MSC parakrine Signale von B-Zellen notwendig sind''%,

Die Proliferation von T-Zellen wird, wenn sie durch einen spezifischen Stimulus induziert wurde,

in Anwesenheit von MSC inhibiert™ '™. Das trifft auch auf die Proliferation von antigen-

115

spezifischen T-Zellen zu . Allerdings induzierten MSC unter diesen Versuchsbedingungen keine

120

Apoptose in T-Zellen ™. Nach Berichten von Plumas e a/. wirkten MSC jedoch apoptose-
induzierend auf aktivierte T-Zellen'”. Ein Ausbleiben der Immunantwort von T-Zellen in
Gegenwart von MSC wurde als reversibel beschrieben und kann nach Entzug der MSC

wiederhergestellt werden'?

. Rasmusson e al. zeigten, dass zwar die Bildung von zytotoxischen
T-Lymphozyten (CTL, Cytotoxic T hymphocytes), aber nicht deren Aktivitit selbst von MSC
gehemmt wurde'". Potian e /. hingegen publizierten, dass diese zytotoxischen Eigenschaften

von MSC direkt gehemmt wurden'”’

. MSC konnten das Zytokinprofil von naiven Effektor-
T-Zellen dahingehend verindern, dass ein anti-inflammatorischer Phinotyp entstand. So
produzierten Ty 1-Zellen in Anwesenheit von humanen MSC weniger IFNy, T},2-Zellen dagegen

mehr 1L-4""°. MSC verminderten die pro-inflammatorischen Zytokine IL.-1a und -, IFNy und
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TNFa von Ty 1-Zellen und regulierten gleichzeitig die anti-inflammtorischen T};2-Zytokine IL-3,
IL-5, 11.-10, 11.-13 herauf'®®. Nach Ramasamy e# a/. waren die immunsuppressiven Eigenschaften

von MSC allein auf die anti-proliferativen Effekte zuriickzufihren'?.

Im Zusammenhang mit den immunsuppressiven Eigenschaften von MSC und den voran
stehenden interzelluliren Interaktionen ist neben Zell-Zell-Kontakten auch die Freisetzung von
l6slichen Faktoren publiziert. Die Vermittlung bestimmter inhibierender Effekte resultierte aus
den Wechselwirkungen der beteiligten Zellen, die unter anderem auf HGF, TGF-81,
Prostaglandin E2, LIF, Stickstoffmonoxid (NO), IGFBP und IDO (Indolamin-2,3-dioxygenase)
zuriickgehen'* ™’ P!, MSC prisentieren auBerdem ein breites Zytokinprofil. Sie exprimieren I1.-1,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, 1L-12, IL-14, I1L-15, I1L-27, G-CSF, GM-CSF (Granulocyte macrophage colony-
stimulating factor) und M-CSF” ''° 71 Hingegen konnten 11.-2, IL.-4 und 11.-10 in Kulturen von

unstimulierten MSC nicht nachgewiesen werden™ 1,

2.7 Zellkontaktabhingige Interaktionen von mesenchymalen Stromazellen

Eine Vielzahl von Experimenten stimmt darin Uberein, dass die inhibierenden Effekte von MSC
auf Zellen des Immunsystems nicht auf konstitutiv freigesetzten Faktoren beruhen, sondern
durch Wechselwirkungen mit Lymphozyten erst induziert werden. In mehreren Experimenten
allein mit konditioniertem murinem oder humanem MSC-Kulturiiberstand wurde gezeigt, dass es
zu keiner Hemmung der Lymphozytenproliferation kommt'* ¥, Nur wenn MSC zusammen mit
Lymphozyten in einer MLR (Mixed hmpocyte reaction) co-kultiviert wurden, sollten inhibierende
Effekte beobachtbar sein'” ™. Andere Untersuchungen belegten, dass die Lymphozyten-
proliferation sowohl in konditioniertem Co-Kulturmedium von humanen MSC und PBMC als
auch in reinem MSC-konditioniertem Medium unterschiedlich stark, aber dennoch gehemmt
wurde. Seither sind zahlreiche unterschiedliche Liganden und Rezeptoren beschrieben worden,
die bei der Vermittlung der hemmenden Wirkungen von MSC eine Rolle spielen sollten. Dazu
gehorten eine Reihe von Adhisionsmolekilen, Zytokinen, Chemokinrezeptoren sowie
Rezeptoren fiir verschiedene Wachstumsfaktoren™. Majumdar ef a/. identifizierten verschiedene
Integrin a- und 3-Untereinheiten (31, B3, f4, al, a2, 3, a5 und «6) gemeinsam mit den zelluliren
Adhasionsmolekilen (CAM, Cellular adbesion moleculey ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM,
LFA-3 auf der Oberfliche von mesenchymalen Stromazellen. Integrine spielen eine wichtige
Rolle bei der Vermittlung von Signalen fiir die Migration, das Wachstum und das Uberleben von
Zellen™ ", Seither sind mehrere Rezeptoren auf MSC bekannt geworden, deren Liganden auf

T-Lymphozyten existieren. Einige davon sind CD2, CD6, sLewis", LFA-1a und a4-Integrin, die
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mit LFA-3, ALCAM, L-Selektin, ICAM-1/-2 und VCAM-1 ihren oder einen ihrer Rezeptoren
auf MSC besitzen™*’. Besonders die Interaktion VCAM-1:a4-Integtin scheint eine tragende Rolle
bei dem Signalaustausch zwischen MSC und T-Zellen zu besitzen. Bindungsassays mit Hilfe eines
blockierenden Antikérpers gegen o4-Integrin fihrten zu einer Verminderung der Bindungs-
aktivitit von aktivierten T-Lymphozyten an MSC um 80%*. Die Interaktion von VCAM-1 und
o4-Integrin beim interzelluliren Kontakt von T-Lymphozyten mit anderen Zelltypen wurde
bereits gut dokumentiert und bedingt eine Vielzahl wichtiger Prozesse™. Zum Beispiel wird durch
VCAM-1-Expression die Rekrutierung von Leukozyten durch Endothelzellen, die Adhision von
Thymozyten an Epithelzellen oder auch das modellhafte Rollen von Leukozyten entlang des
basalen Endothels bei Migrationsvorgingen in verschiedene Gewebe moglich'™ ™.
Mesenchymale Stromazellen sind nach Ruster ez a/. ebenfalls dazu befihigt, tber die Integrin-
bindung VCAM-1/VLA-4 mit Endothelzellen zu interagieren und koordiniertes Rollen an ihnen

142

auszufthren. Dariiber kénnen MSC in unterschiedliche Organe extravadieren ™. Die Expression

von E-, L- oder P-Selektin auf MSC konnte bislang nicht gezeigt werden. Sie besitzen ahnliche

Aufgaben beim Mechanismus der Gewebeeinwanderung'* ™.

2.8 Zusammenhinge zwischen MSC und Tumorstroma

Der Entstehungsprozess von soliden Tumoren dhnelt in vielen Prozessen dem von vetletzen

143

Geweben ™. Tumore resultieren aus dem Umbau von Geweben und der starken Proliferation

von mesenchymalen Zellen wie Fibroblasten oder Endothelzellen'*

. Tumorgewebe werden im
Vergleich mit heilenden Wunden als potente Quelle inflammatorischer Signale betrachtet, die
sich aus verschiedenen Zytokinen, Chemokinen und Chemoattraktoren zusammensetzen'*. Der
Tropismus von MSC in Tumoren wird dabei hdufig mit der Migration von Leukozyten als

s 146
Antwort auf Verletzungen von Geweben assoziiert .

Die Migration von MSC in das
Tumorgewebe gilt dabei als selektiver Prozess. Das Engraftment in Tumoren ist allerdings keine
immanente Eigenschaft von MSC, sondern ist vielmehr von externen Signalen abhingig, die vom

147

entsprechenden Tumor ausgehen ™. Die tumorgenerierten, inflammatorischen Signale regulieren

Invasion, Beweglichkeit und Interaktion der extrazelluliren Matrix Gber autokrine Effekte und

148 :
. Es werden hohe Konzentrationen an

steuern die Zellmigration durch parakrine Sekretion
unterschiedlichen Wachstumsfaktoren wie bFGF, EGF (Epidermal growth factor), PDGE (Platelet-
derived growth factor), TGF-B und weitere freigesetzt'".

Viele Tumore unterliegen durch ihr rasches Wachstum einer relevanten Hypoxie, bei der es zur

Expression von pro-angiogenetischen Zytokinen kommt. Der durch Hypoxie induzierte

Transkriptionsfaktor HIF-1o (Hypoxia-induced transcription factor) aktiviert eine Reithe von Genen,
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inklusive VEGF, TNFq, I1.-6 und eine Vielzahl anderer Zytokine und Chemokine'. Hypoxie
und IFNy induzierten synergistisch mesenchymale Stromazellen 7z witro zur Sekretion von
VEGF"'. In inflammatorischen Umgebungen ist IFNy eines der am hiufigsten auftretenden
Zytokine. Da die Sekretion von VEGF bei der Vaskularisierung von Geweben bedeutend ist,
konnte daraus abgeleitet werden, dass MSC Auswirkungen auf die Bildung und das Wachstum
von Tumoren haben kénnten'*.

Tatsiachlich wurde von gegensitzlichen Funktionen und Effekten von MSC, das heil3t sowohl
von Inhibition als auch von Stimulation der Proliferation der Tumorzellen, berichtet.
Houghton ¢f al. zeigten erstmalig, dass aus knochenmarkabgeleiteten Zellen, also auch MSC,

52 Eine andere Studie demonstrierte in einem

in vivo ein epithelialer Tumor entstehen konnte
murinen Tiermodell ebenso, dass humane wie Maus-MSC die Progression des Tumors férderten,
wenn sie mit Melanomzellen subkutan co-injiziert wurden'”. Ramasamy ¢ 4/ und Zhu et al.
beschrieben unabhingig voneinander, dass immundefiziente Maiuse, denen verschiedene
Tumorzellen, darunter mehrere humane hiamatopoetische Leukimiezelllinien, eine Bronchial-,
eine Kolonkarzinomzelllinie und eine mutierte humane fetale KIM-MSC-Zelllinie, zusammen mit
humanen MSC verabreicht wurden, eine héhere Inzidenz zur Tumorausbildung hatten und ein
schnelleres und zeitlich friher einsetzendes Tumorwachstum zeigten als die Kontrolltiere ohne
MSC-Co-Injektion' %, Dem gegeniiber stehen Studien, die mit allogenen MSC das Tumor-
wachstum von Gliomen, Melanomen, Lungen- und Kolonkarzinomen in Transplantations-

155-157

modellen der Maus und Ratte inhibieren konnen . In einem Modell des Kaposi Sarkoms

wurde verdeutlicht, dass MSC die Tumorprogression verhinderten'®®.

Dabei konnte die
suppressive Wirkung von humanen MSC jeweils nach Co-Injektion mit malignen Zellen bzw.
nach Administration der MSC in Mause mit ausgeprigten subkutanen Sarkomen gezeigt werden.

Mit der Entdeckung, dass intravenos verabreichte MSC bevorzugt zu malignen Zellen migrieren,
dort tberleben und proliferieren und auch direkt in die Architektur von Tumorgewebe
eingebunden werden, eréffnete sich zugleich die Moglichkeit der therapeutischen Anwendung

genetisch modifizierter MSC™ ¥,

Diese wurde mehrfach fiir den Transport von
unterschiedlichen anti-tumoral wirkenden Proteinen zu den Tumoren in verschiedenen Modellen
eingesetzt. Stagg e/ al. beschrieben erstmals in einem immunkompetenten Mausmodell die
Anwendung von modifizierten, IL-2 produzierenden MSC bei etablierten Melanomen. Hier
zeigte sich die Generierung einer CD8'-T-Zell- und NK-Zell-vermittelten tumorspezifischen
Immunantwort und ein daraus resultierendes verzogertes Tumorwachstum'”. Ahnliche
Experimente mit lentiviral transduzierten MSC von Kyriakou ef al. stiitzten sich auf ein Modell

immundefizienter Mausen mit Burkitt-Lymphom. Auch hier beeintrichtigt die MSC-Expression

des verkiirzten 16slichen VEGF-Rezeptors (tsFlk-1) das Wachstum des Lymphoms 77 vive'®. Der
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inhibierende Effekt ging dabei auf die gehemmte Angiogenese durch VEGF zuriick, das durch
den sezernierten Rezeptor gebunden wird'®". Ren ef a/. behandelten ebenfalls immunkompetente
Miuse mit Lungenmelanommetastasen mittels allogener, systemischer Anwendung von IFNa
transduzierten murinen MSC. In Folge dessen reduzierte die erzeugte konstitutive Expression
von murinem IFNa das Wachstum der Lungenmetastasen durch die gesteigerte Apoptose und
die verminderte Proliferation der Tumorzellen'®. Weitere Studien gehen auf die Transfektion des
IFNB-Gens in MSC und deren Transplantation in Mause zuriick. In Analogie zu ihrem
IFNa-Modell wendeten Ren ef a/. thre Methode auch in Bezug auf die Expression von IFN@

durch allogene, murine MSC bei Prostatakrebs in Miusen therapeutisch an'®

. Hier zeigten sich
die Reduktion des Tumorvolumens, die Abnahme der Proliferation und die Steigerung der
Apoptose der Tumorzellen im Zusammenhang mit der IFNB-Expression der transduzierten
MSC. Die anti-neoplastisch und anti-proliferativ wirkende Sekretion von IFNB fand auch in
einem xenogenen Mausmodell von Studeny e a4/ ihre erfolgreiche Anwendung. Nach
systemischer Applikation der mit humanem IFNB genetisch verinderten, humanen MSC
integrierten sich diese in das Tumorstroma. Die induzierten Melanome wurden darauthin durch
die lokale MSC-Expression von IFNB in den Miusen supprimiert'®. Zusitzich zeigten
Studeny ¢/ a/. und Nakamizo e# a/. diesen speziellen Transplantationsansatz bei der Inhibition der
Angiogenese und des Tumorwachstums von Brustkrebs und Gliomen'" '*. Diese Versuche

geben Hinweise auf das aullerordentliche Potenzial der MSC auch im Einsatz einer zelluliren

Tumortherapie.

2.9 Klinisches Potential von mesenchymalen Stammzellen

Neben der Méglichkeit MSC als Shuttle zur Sekretion von anti-tumoral wirkenden Proteinen
einzusetzen, bietet sich auf Grund der beschriebenen Eigenschaften von MSC eine Vielzahl von
Anwendungsgebieten. Dabei konnen MSC die Regulation von Proliferation und Differenzierung
induzieren oder regenerativ durch parakrine Sekretion, Enzymproduktion und Angiogenese-
stimulation wirken. Die Interaktionen zwischen MSC und den infiltrierten Geweben finden zum
einen auf der Ebene des direkten Zellkontaktes statt, werden aber hauptsichlich auch iber ein
breites Spektrum von 16slichen, regulatorischen Faktoren bewerkstelligt”. Tritt eine Schidigung
von Geweben auf, zum Beispiel durch Entziindung, Hypoxie oder Ischimie, reagieren MSC mit
der Freisetzung von immunmodulatorischen Zytokinen, Chemokinen, Wachstums- und anderen
Faktoren auf diese lokalen Stimuli®. Inflammatorische Zytokine wie TNFa, TGF-B1 und 1L.-13
stimulieren die Sekretion von Matrixmetalloproteasen (MMP) bei MSC, tiber die die Fahigkeit die

Basalmembran zu durchqueren reguliert wird'®, Fin weiteres inflammatorisches Signal zur
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Attraktion von MSC in geschidigte Gewebe wird durch die Expression von SDF-1 vermittelt'”.

Dessen Rezeptor CXCR4 (C-X-C motif receptor 4) wird auf der Oberfliche von MSC exprimiert'®.
Der Einfluss der umgebenden Gewebe auf MSC zeigt sich exemplarisch an der Aktivierung von
Toll-/ike-Rezeptoren, die von mesenchymalen Stromazellen exprimiert werden. Uber die
entsprechenden Liganden wird die Proliferation und Differenzierung der MSC moduliert'”’. MSC
unterstiitzen ihrerseits iiber die Sekretion von trophischen Faktoren die Rekrutierung von lokalen
Vorliuferzellen, die mittels Teilung und Differenzierung die Regeneration und das Uberleben

betroffener Zellen und Gewebe leisten'®®,

Ein weiteres Anwendungsgebiet stellt die Behandlung von dysfunktionalen und degenerativen
Erkrankungen durch MSC dar. So erhoht die Applikation von MSC in einem Rattenmodell fiir
akutes Nierenversagen die Genesung der Nierenfunktion®. Hierbei wird davon ausgegangen,
dass auf parakrinem Wege durch die Sekretion von verschiedenen Wachstumsfaktoren wie
VEGF, HGF und IGF-1 (Insulin-like growth factor I) iber den Prozess der Neovaskularisierung die
Nierenfunktion verbessert werden kann'”. In einem Modell der Lungenfibrose wirkt die
Transfusion von MSC entziindungshemmend und reduziert die Kollagenablagerung im

Lungengewebe - cin degenerativer Prozess, der unbehandelt zum Tod fiihren kann'".

MSC exprimieren zusitzlich verschiedene lysosomale und peroxisomale Enzyme konstitutiv, wie

171 172

zum Beispiel signifikant hohe Mengen an Arylsulfatase A (ASA) und o-L-Iduronidase
Dieses Charakteristikum rechtfertigt den Einsatz von MSC bei Patienten mit Metachromatischer
Leukodystrophie (ASA-defizient) oder Hurler Syndrom (x-L-Iduronidase-defizient) als endogene

Enzymersatztherapie. Diese Therapieform wurde bereits zusitzlich zur Knochenmark-

transplantation bei folgenden Enzymdefizienzen erfolgreich durchgefithrt: Morbus Gaucher'”,

Globoidzellleukodystrophie (GLD)'™, Hurler Syndrom'”, Maroteaux-Lamy Syndrom'” und

b b

Metachromatische Leukodystrophie (MLD)'". Die untersuchten FExpressionslevel von
Arylsulfatase A und a-L-Iduronidase bei MSC wurden von Kog e a/. als vergleichbar mit denen
von HSC beschrieben. In Konsequenz konnte daher wenig spiter erstmals von der erfolgreichen
Infusion allogener MSC bei Patienten mit Metachromatischer Leukodystrophie und Hurler
Syndrom gegen die endogenen Enzymdefizienzen berichtet werden'”.

Die Fihigkeit zur Modulation und Suppression von Immunantworten bietet auch den Einsatz
von MSC bei der Behandlung von unterschiedlichen Autoimmunerkrankungen'”. In
experimentellen Tiermodellen zur Behandlung von Diabetes, Rheumatoider Arthritis (RA),
Systemischem Lupus Erythematodes (SLE) und Multipler Sklerose (MS) konnten

95 180-183

anti-inflammatorische und protektive Effekte beschrieben werden . Die intravenose
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Injektion von MSC in diabetische NOD/SCID-Miuse resultierte in dem Anstieg der Zahl der
pankreatischen Inseln und der insulinproduzierenden Zellen™.

Als Folge himatopoetischer Stammezelltransplantationen (HSCT, Hematopoietic ~ stem  cell
transplantation) kann es einerseits zu Abstofungsreaktionen gegen das Transplantat und
andererseits zu Immunreaktionen von Spenderzellen gegen Empfingergewebe wie Leber, Lunge,
Haut oder Darm als so genannte Graff-versus-host disease (GvHD) kommen. Auf Grund ihrer
immunsuppressiven Higenschaften werden MSC als potenzielles Mittel gegen dieses Phinomen
der GvHD betrachtet'™. Es ist berichtet worden, dass MSC auch im Zusammenhang mit HSCT
nachfolgend transplantiert wurden, um der TransplantatsabstoBung vorzubeugen'® '™

Inzwischen gibt es eine Reihe von klinischen Versuchen, MSC zur Linderung und Bekimpfung

von GvHD einzusetzen, auf die in Abschnitt 2.9.2 detaillierter eingegangen wird.

Auf Grund der immunologisch geprigten Phinotypen verschiedener klinischer Syndrome
kommt die HSCT auch hier als Behandlungsmoglichkeit in Frage. Ein Beispiel stellt der
DNA-Ligase IV-Defekt dar. Der seltene Defekt geht auf unterschiedliche Mutationen im
DNA-Ligase IV-Gen (ILIG4) zuriick und wird autosomal rezessiv vererbt. Die DNA-Ligase IV
spielt eine essentielle Rolle bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen durch den
Mechanismus des nicht-homologen Endjoining (NHE]), bei dem fehlende Abschnitte vom
Schwesterchromosom ohne homologes Template ibertragen werden. Weltweit sind bislang nur 13
Fille von Patienten mit DNA-Ligase IV-Defekt beschrieben. Pathophysiologisch sind sie oftmals
mit Wachstums- und Entwicklungsstorungen, Mikrozephalie, mentaler Retardation, extremer
Radiosensitivitit, chromosomaler Instabilitit, aber auch mit Lymphopenie, Panzytopenie oder
unterschiedlich ausgeprigter Immundefizienz assoziiert. Die Phinotypen der beschriebenen
Patienten uberlappen hidufig mit anderen bekannten Syndromen, beispielsweise mit Ataxia
teleangiectasia (AT), Nijmegen-Breakage-Syndrom (NBS), Fanconi-Andmie (FA) oder SCID
(Severe combined  immunodeficiency). Tatsichlich sind einzelne Patienten via HSCT behandelt
worden'""”, Bei zwei der fiinf Patienten konnte die Transplantation erfolgreich durchgefiihrt

werden. Drei Patienten starben in Folge post-transplantationaler Komplikationen.

Im thematischen Rahmen dieser Dissertation nimmt die Anwendung von MSC zur Regeneration
von Knochendefekten wie zum Beispiel Osteonekrosen eine Sonderstellung ein. Sie wird in
Abschnitt 2.9.3 genauer betrachtet. Im Folgenden werden nun einzelne Beispiele fiir den

therapeutischen Einsatz von MSC sowohl im Tiermodell als auch in der Klinik besprochen.
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2.9.1 Priklinische Anwendungen in experimentellen Tiermodellen

Die Fihigkeit von mesenchymalen Stromazellen, Immunantworten zu modulieren, wurde 7z vivo
an verschiedenen Tiermodellen untersucht. In der ersten Studie hierfur wurden von

Bartholomew ¢/ al. allogene MSC in Primaten systemisch angewendet'”

. Dabei konnte gezeigt
werden, dass intravends applizierte, knochenmarkabgeleitete MSC in einem MHC-disparaten
Empfinger die AbstoBung von Hauttransplantaten hinaus zogern. Zusitzlich wurde
demonstriert, dass die Spender-MSC auf eine Vielzahl verschiedener Organe verteilt waren. In
den meisten experimentellen Tiermodellen zur Untersuchung von Defekten an Niere, Lunge und
Nerven schlussfolgerte man, dass der therapeutische Effekt von MSC nicht mit der
Differenzierung in den jeweilig umliegenden Gewebetyp verbunden ist, sondern hauptsichlich

aus dem parakrinen Effekt der MSC resultiert® " ™'

. Diese parakrinen Effekte sollen das
vorhandene Gewebemilieu am Ort des Defekts von einem pro-inflammatorischen in einen anti-
inflammatorischen Zustand modifiziert haben® " ' ™ Ahnliche Ergebnisse konnten kiirzlich
Nauta ef a/. an einem murinen allogenen Knochenmarktransplantationsmodell erzielen. Die
Co-Infusion von syngenen MSC des Knochenmarkempfingers konnte die Zeit bis zur
AbstoBung des Stammzelltransplantats signifikant erhohen'”. Liechty ¢ a/ konnten durch
intrauterine Transplantation von humanen MSC in Schafe demonstrieren, dass MSC einen Weg
in zahlreiche Organen fanden, sich dort einnisteten (Engraftment) und dort auch spezifische

Differenzierungen in Richtung des vorhandenen Gewebes stattfanden'”

. Bei diesem vielseitigen
Transplantationsmodel fiir Grof3tiere kann dabei unter normalen physiologischen Konditionen
das natiirliche Migrationsverhalten der transplantierten MSC und deren Verteilung im gesamten
Organismus studiert werden. Es ist dabei frei von genetischen oder verletzungsbedingten
Dysfunktionen'”. Neben den Untersuchungen durch die Transfusion von MSC ein besseres
Engraftment der eingesetzten Transplantate zu erreichen, existieren auch Studien, die die Kapazitit
von MSC, Autoimmunreaktionen zu verhindern, bestimmen sollten. In diesem Zusammenhang
arbeiteten Zappia e/ al. an einem Mausmodell fir die induzierbare experimentelle autoimmune
Enzephalomyelitis (EAE), die eine durch T-Zellen und Makrophagen vermittelte Autoimmun-
erkrankung des Zentralen Nervensystems (ZNS) darstellt und mit dem Krankheitsbild der

Multiplen Sklerose beim Mensch vergleichbar ist'®’

. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass
systemisch verabreichte, syngene MSC effektiv zur Behandlung von EAE in Miusen durch
Induktion von peripherer T-Zell-Anergie benutzt werden konnten. Dieser bemerkenswerte
Therapieansatz ging mit der Minderung des Schwergrads der Krankheit verbunden mit der
geringeren Infiltration des ZNS durch Makrophagen, B- und T-Zellen und der Reduktion der

5

Demyelinisierung einher'”. Die Modulation pathogener T-Zellantworten durch den iz wivo

Einsatz von MSC konnte ebenfalls von Urban ef 4/ in einem Mausmodell fur Diabetes
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2 Einleitung

erfolgreich genutzt werden'”. Die mit Knochenmark co-infundierten MSC inhibierten die
Proliferation von isolierten, B-Zell-spezifischen T-Zellen und normalisierten die Insulin- und
Glukosespiegel tber die Induktion der Regeneration der pankreatischen B-Zellen ohne
Anzeichen von Transdifferenzierung der MSC.

Interessante Ergebnisse ergaben erste Versuche mit MSC im Mausmodell, die bei der
Behandlung von GvHD nach allogener Stammzelltransplantation hemmende Wirkung auf die
Abstofungsreaktion der transplantierten Tiere zeigten. Bei Chung e /. verhinderte die Gabe von
MSC nur in letal bestrahlten Miusen eine GvHD'. Yanez e a/. konnten beobachten, dass nur
dann, wenn die systemischen Infusionen von ex wiwo expandierten MSC kurz nach der
Transplantation von haploidenten HSC in die Mause erfolgte, sie hinsichtlich der Kontrolle iiber
die GvHD effektiv waren™. Dariiber hinaus deutete sich an, dass wiederholte Gaben von
mesenchymalen Stromazellen fiir eine dauerhafte Verbesserung der GVHD notwendig waren'”.
Nauta et al. zeigten mit dem Einsatz von murinen wirteigenen MSC ein besseres Langzeit-

Engraftment des allogenen Knochenmarktransplantats'”

. Dem gegentiber stehen Ergebnisse, die
demonstrieren, dass MSC an sich nicht immunprivilegiert sind, sondern unter bestimmten
Konditionen eine Gedichtnis-T-Zell-Anwort induzieren und die AbstoBung des allogenen

Knochenmarktransplantats verstarkt hervorrufen kénnen'”?

. Hingegen fanden Sudres ¢f a/. keinen
Einfluss von MSC auf die Entwicklung einer GvHD, wenn diese als Co-Transplantat zum

Knochenmark bei Médusen eingesetzt wurden'”.

2.9.2 Klinische Anwendungen

Die erlangten Erkenntnisse aus diversen Tiermodellen lassen sich nur bedingt in das klinische
Umfeld tbertragen, da sich die immunmodulatorischen Mechanismen zwischen den einzelnen
Spezies unterscheiden™. Die ersten klinischen Studien zur Anwendung von MSC beim Mensch
zielten auf Sicherheit und Vertriglichkeit des Zelltransplantats. Kog e a/. zeigten beispielhaft in
einer ersten Studie an Brustkrebspatientinnen, dass die Infusion von MSC sicher war und in einer
schnellen hidmatopoetische Rekonstitution resultierte™’. Andere Studien der Phase I-II und
verschiedene FEinzelfallberichte konnten ebenfalls unmittelbar keine nachteiligen Effekte und
Nebenwirkungen feststellen: Die intravendsen Gaben von allogenen, ex vivo expandierten MSC
bei kleinen Kohorten von Patienten mit Metachromatischer Leukodystrophie (n=6) und Hurler
Syndrom (n=5)""", die Anwendung allogener MSC bei sechs pidiatrischen Patienten mit
Osteogenesis  imperfecta  (OI) nach Knochenmarktransplantation®” oder die Infusion von

haploidenten mesenchymalen Stromazellen bei einem Patienten mit schwerer, therapieresistenter,

akuter GvHD des Darms und der Leber™” sind Beleg dafiir. Inzwischen steigt die Zahl der mit
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MSC transplantierten Patienten stetig an. In den meisten Fillen wurden die MSC von einem
allogenen HILLA-disparaten Spender bezogen und im Zusammenhang mit einer HSCT gegen
verschiedene maligne Erkrankungen oder angeborene Metabolismusdefekte verabreicht™. Die
beschriebenen positiven Effekte der infundierten MSC auf unterschiedliche Krankheitsverldufe
resultierten dabei vermutlich aus den Interaktionen der MSC mit den geschidigten Geweben.
Mesenchymale Stromazellen stimulierten dabei die erreichten Zellen nachweislich zur
gesteigerten Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine wie 11.-10, bEFGF oder TGF-. Hingegen
wurden pro-inflammatorische Zytokine wie 11.-18, TNFa und IFNy herunter reguliert®. Bei zwei
pathologischen Befunden konnte der Anteil der verbliebenen transplantierten MSC in den
geschidigten Organen, das heisst im Knochen und Darm, prozentual bestimmt werden™” *”.

Ein viel versprechendes Ergebnis erlangte Le Blanc ¢ 4/ in einer Fallstudie hinsichtlich der
Behandlung eines minnlichen Patienten mit schwerer, therapieresistenter akuter GvHD des
Darms und der Leber Grad IV*”. Dort wurde berichtet, dass durch die zweimalige Gabe von
1-2 x 10° aufgereinigten, haploidenten MSC (Spenderin war die Mutter des Patienten) am Tag 73
bzw. am Tag 170 nach allogener Stammzelltransplantation die (wieder) auftretende GvHD
jeweils aufgehoben werden konnte. Die beobachteten Parameter der Bilirubinkonzentration und
die Anzahl der tiglichen Stuhlginge normalisierten sich nach jeder MSC-Infusion. Noch ein Jahr
nach der Behandlung war der Patient frei von GvHD und besal3 keine Minimal residual disease
(MRD) im Blut und Knochenmark mehr. Die Analyse des Engrafiment via Fluoreszenz-in situ-

203

Hybridisierung (FISH) konnte 4% weibliche Epithelzellen im Dickdarm feststellen™ . Es folgten
darauthin erste Studien zur GvHD-Behandlung nach allogener HSCT mit kleineren
Patientenkohorten. Eine Gruppe von Erwachsenen mit steroidrefraktirer (n==8) bzw.
chronischer GVHD (n=1), die entweder MSC von HILA-identischen Geschwistern, haploidenten
Verwandten oder von HILA-disparaten Fremdspendern bekamen, zeigten nach MSC-Infusion
keine nachteiligen Effekte und eine verbesserte Uberlebensrate im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Bei sechs von acht Patienten verschwand die akute GvHD komplett™”

. Eine Gruppe von sieben
Kindern mit himatologisch malignen Erkrankungen, die akute und chronische GvHD (n=0)
bzw. Himophagozytose (n=1) nach allogener HSCT entwickelten, wurde von Muller ¢ a/. mit
exvivo expandierten MSC behandelt. Dabei konnte allgemein die Sicherheit und gute
Vertriglichkeit der MSC-Transfusionen demonstriert werden und in einigen Fillen von
Verbesserungen in der Symptomatik der GvHD berichtet werden. Fine Auflésung einer
chronischen GvHD wurde bei keinem der behandelten Patienten beobachtet. Bemerkenswert
war hier jedoch, dass erstmals die erfolgreiche Behandlung einer Patientin mit Himophagozytose

durch dreimalige MSC-Transfusion beschriecben werden konnte™”. Eine weitere, jlingst

ver6ffentlichte experimentelle Studie der Phase II mit gréflerer Patientenzahl untersuchte
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ebenfalls die Sicherheit und Effizienz von MSC bei refraktirer akuter GvHD. Dabei zeigte sich,
dass mehr als die Halfte der pidiatrischen Patienten bereits nach einmaliger MSC-Gabe
vollstindig auf die Behandlung ansprachen. Weiter wurde abgeleitet, dass die Effektivitit der
MSC nicht von ihrer Herkunft abhingig war, also HLA-identisch, haploidentisch oder von
Dritten. Es konnte somit zukiinftig auf bereits expandierte und eingefrorene Zellen von
Fremdspendern zuriickgegriffen werden™”.

Mesenchymale Stromazellen kénnen aullerdem auch zur Behandlung von Knochendefekten wie
Osteogenesis  imperfecta benutzt werden. Dabei handelt es sich um Funktionsstérungen mit
heterogenem Krankheitsbild, das unter anderem extreme Knochenbrichigkeit, skelettale
Deformierungen oder Kleinwiichsigkeit beinhalten kann®”. Finf Patienten mit OI, die mit
Knochenmarktransplantaten behandelt wurden, zeigten beispielsweise ein gutes Engraftment von
Spenderosteoblasten, eine erhohte Korperwachstumsgeschwindigkeit, gréflere Knochendichte
sowie weniger Frakturen®” *'. Daraus lisst sich schlussfolgern, dass nach HSCT das Engraftment

von funktionellen MSC bedingt oder zumindest unterstiitzt wurde™”.

2.9.3 Lokale Anwendung bei Avaskuliren Osteonekrosen

Bei der Therapie von pidiatrischen Patienten mit malignen Erkrankungen oder Autoimmun-
erkrankungen durch den FEinsatz von Steroiden kommt es haufig zur Entwicklung von

211
Osteonekrosen™ .

Aber auch bei Krankheitsbildern, die Verinderungen der Blutrheologie
verursachen, wie Sichelzellanimie oder Koagulopathien, wird die Suszeptibilitit fir die
Entstehung von avaskuliren Osteonekrosen (AVN) erhéht™”. Bei Kindern mit Leukimien ist
vorrangig das Knie durch die Ausprigung von AVN betroffen®” *"*. Die Inzidenz fiir AVN liegt
nach der Behandlung nach dem Akute Lymphatische Leukimie (ALL)-Berlin-Frankfurt-Minster
(BFM) Protokoll 95 bei Patienten unter zehn Jahren bei weniger als 0,2%. Das Risiko steigt

211 In

jedoch bei gleichem Behandlungsprotokoll auf 16,7% bei Patienten ilter als 15 Jahre
anderen Studien wurde das Risiko dafiir sogar noch héher eingeschitzt®’. Die aktuelle
chirurgische Behandlungsmethode der Wahl vor dem letztendlichen Ersatz durch eine Prothese
stellt die so genannte Core Decompression dar. Dabei wird in das betroffene Areal gebohrt, um mit
der Ausrdumung des Detritus und Reduktion des daraus entstandenen Druckes den Schmerz zu
lindern sowie einen Regenerationsprozess im Rahmen der Verletzungsheilung einzuleiten. Der
Behandlungserfolg der Core Decompression ist von unterschiedlichen Faktoren abhingig und
dadurch sehr variabel”’**"®. Zur Verbesserung der Methode wurden von Hernigou e a/. und

spater auch von anderen Gruppen im Anschluss an die Core Decompression konzentriertes

Knochenmark bzw. mononukleire Zellen des Knochenmarks in die nekrotischen ILasionen
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e e . 219-221 .. . . . .
injiziert™ . Einige Jahre zuvor wurde von Bruder ¢ 4/ bereits in einem experimentellen

Rattenmodell gezeigt, dass ex wwo expandierte MSC Kklinisch signifikante Knochendefekte

222

regenerieren konnten™. Nachfolgende Versuche an weiteren Tiermodellen zeigten ebenfalls

223-225 .. . .. .
C °. Den ersten klinischen Beweis fur die

positive Effekte beim FEinsatz von MS
Anwendbarkeit von MSC bei Schidigungen des Knochengewebes fithrte Horwitz e /. mit der
Behandlung von sechs padiatrischen Patienten mit schwerer OI. Jedes Kind erhielt dabei nach
konventioneller Knochenmarktransplantation zwei Infusionen allogener MSC. Finf der
Patienten zeigten sowohl ein Ewngraftment in ein oder mehreren Organen als auch eine
Beschleunigung der Wachstumsgeschwindigkeit innerhalb der ersten sechs Monate nach

. 202
Infusion

. Das osteogene Potenzial von MSC konnte daraufhin nochmals in einem weiteren
klinischen Fall genutzt werden. Einem Fetus der 32. Schwangerschaftswoche mit intrauterin
diagnostizierter schwerer Osteogenesis imperfecta und multiplen Frakturen wurden HLA-disparate,
allogene, fetale MSC iz utero transplantiert. Nach der Geburt konnte beim Empfinger das
Engrafiment der Spenderzellen und die Differenzierung der MSC in Knochen festgestellt
werden™. Diese ersten klinischen Behandlungserfolge durch systemische Applikation von MSC
bei Knochendefekten gemeinsam mit den durchgefithrten Experimenten an verschiedenen

Tiermodellen demonstrieren das therapeutische Potenzial hinsichtlich der Anwendung von

mesenchymalen Stromazellen bei AVN.

2.10 Migration und Homing von mesenchymalen Stammzellen

Bei intravendser oder intraarterieller, systemischer Infusion von MSC in Versuchstiere blieben
diese auf Grund ihrer GroB3e oftmals in den Kapillarvenen vieler Organe, vorrangig in Lunge und
Leber, hingen®™ *". Es gab jedoch Beweise, dass MSC durchaus in der Lage waren, nach
intravenoser Applikation in verschiedene geschidigte Gewebe zu gelangen (Migration), dort zu

engraften und gewebespezifisch zu differenzieren'” ***°

. In Experimenten mit radioaktiv
markierten MSC wurde demonstriert, dass diese nach intravenoser Injektion in Ratten erst in der
Lunge und im Anschluss in Leber, Nieren, Milz und Knochen detektiert werden konnten®’.
Mesenchymalen Stromazellen konnte nachgewiesen werden, dass sie im Zuge der Migration auch
Endothelzellschichten iiberwanden™' *?. Allerdings wurden auch Daten dariiber veréffentlicht,
die belegen, dass im Vergleich zu primiren bei ex vivo expandierten MSC die Fihigkeit zum
Homing und Engraftment dramatisch reduziert war. Dieser Effekt konnte bereits nach einer
Kulturdauer von 48 h beobachtet werden™”.

Die Vielzahl von exprimierten Oberflichenmolekiilen auf MSC besitzen entscheidenden Anteil

an den Migrationsprozessen®”*. Zusitzlich werden auch eine Reihe von Proteinen und léslichen,
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pro-angiogenetischen Faktoren, die die Endothelzellmigration modulieren und den Gefil3wand-
umbau induzieren kénnen, sezerniert”. Die Extravasation der MSC aus den Blutgefien beruht
auf der Expression von bestimmten Adhisionsmolekilen, zum Beispiel verschiedener Integrin654.
Ruster ¢z al. publizierten, dass MSC ein koordiniertes Verhalten beim Rollen und der Adhision an
Endothelzellen zeigten, dhnlich dem, wie es bereits fur die Diapedese von Lymphozyten oder
Monozyten bekannt war. Dieser Mechanismus wurde dabei auf die Existenz von VLA-4 und
VCAM-1 auf MSC zurtckgeftihrt und resultierte schlieBlich in der Migration in unterschiedliche
Gewebe'*” . Weiter wurde gezeigt, dass beispielsweise die Expression von a4-Integrin auf MSC
von Miusen zu einem verstirkten Homing der transplantierten Zellen in Knochen fiihrte™.

Der Osteotropismus von infundierten MSC wurde allgemein als gering beschrieben®” *" *’. Die
zellulire Rekrutierung von MSC in den Knochen findet in speziellen Markgefilen statt, die
konstitutiv. E-Selektin exprimieren®® *’. E-Selektine erkennen sialofucosylierte Determinanten
ithrer verschiedenen Liganden. Auf MSC konnte keine Expression von E-Selektin-Liganden
nachgewiesen werden. Allerdings wurde eine native Glykoform des Typ 1 Transmembran-

240

glycoprotein CD44 auf MSC gefunden™. Durch die Arbeiten von Hayer ¢# a/. konnte CD44 eine
wichtige Funktion beim Schutz vor schweren Gelenkschiden in Folge chronischer
Entziindungen zugeordnet werden™'. Diese werden durch die Uberexpression des Tumor-
nekrosefaktors induziert. Die Zerstorung von Zell-Matrix-Interaktionen ist Grundvoraussetzung
fir die Invasion von entziindlichen Zellen in Knochen. CD44 verbindet eine Vielzahl von
extrazelluliren Matrixproteinen mit der Zelloberfliche und steht somit dem Prozess der
Zerstérung durch induzierte Entziindungsreaktionen gegeniiber””. In einem TNF-induzierbaren
CD44” Mausmodell wurde verdeutlicht, dass der Grad der Zerstérung der Gelenke in
Abwesenheit von CD44 stark erhoht war und eine generalisierte Osteopenie von den Tieren
entwickelt wurde. Die Funktion von CD44 konnte damit als Inhibitor des entziindungs-
vermittelten Verlustes von Knochengewebe bei Rheumatoider Arthritis beschrieben werden®.

Sackstein ez al. zeigten, dass CD44 eine o-2,3-sialyl-Modifikation trigt, die mittels a-1,3-Fucosyl-
transferase in einen E-Selektin/L-Selektin-Ligand konvertiert werden konnte. Diese modifizierte
Form des CD44 besal} gesteigerten Tropismus in Knochen, sodass die infundierten MSC iiber
den E-Selektin/L-Selektin-Ligand innerhalb von Stunden nach Infusion effektiver und schneller

240

das Mark infiltrierten™. Es wurde somit demonstriert, dass durch gezielte Glykanmodifikation

eine erhohte zellulire Migration in den Knochen generiert wurde.
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2.11  Zielsetzung dieser Arbeit

Die Isolation von humanen multipotenten mesenchymalen Stromazellen wird hauptsichlich aus
Knochenmarkaspiraten durchgefihrt. Es ist publiziert, dass in unterschiedlichen Teilen des
Zahns ebenfalls MSC zu finden sind. Als eine gut zugingliche, alternative Quelle sollten deshalb
Zahnpapillen von Weisheitszihnen auf die Existenz von MSC untersucht werden.

Allen MSC sind verschiedene Eigenschaften gemeinsam, die in der klinischen und regenerations-
medizinischen Anwendung von hohem therapeutischem Nutzen sein kénnen. Der Fokus dieser
Arbeit liegt hauptsichlich auf der osteogenen Differenzierung von MSC. Es ist zudem bekannt,
dass es als Folge einer Steroidtherapie bei pidiatrischen Leukimiepatienten tber 15 Jahre in
16,7% der Fille zur Entwicklung einer Osteonekrose kommt. Im Vorfeld sollten zunichst die
Eigenschaften der MSC unter Kulturbedingungen, wie sie in nekrotischen ILisionen
vorherrschen, untersucht werden. Die lokale Anwendung von MSC sollte dann im Rahmen einer
Core Decompression Operation hinsichtlich ihrer Sicherheit, Vertriglichkeit und dem mdoglichen
therapeutischen Effekt erprobt werden.

Im Zusammenhang mit der systemischen Applikation von MSC, wie sie beispielsweise zur
Behandlung von therapieresistenten GvHD-Patienten angewandt wird, sind einzelne
Beobachtungen tber die Verteilung transfundierter MSC in den Empfingerorganen
ver6ffentlicht worden. Durch die histopathologische Untersuchung eines verstorbenen
MSC-Empfingers sollte die Verteilung der MSC im Korper analysiert werden. Uber die
Mechanismen und Faktoren, die an der Migration von MSC beteiligt sind, ist allerdings nur wenig
bekannt. Es wurde jedoch gezeigt, dass durch gezielte Modifikation der Oberflichenglykane der
Osteotropismus von MSC verstirkt werden konnte. Zur Verbesserung der Migrations-
eigenschaften der MSC sollten deshalb molekular- und zellbiologische Strategien entwickelt und
eingesetzt werden.

Zusammengefasst beinhaltet diese Arbeit folgende Aufgabenschwerpunkte:

1. Isolation von MSC aus Zahnpapillen und Evaluierung ihrer Charakteristik im Vergleich

zu KM-MSC

II. Untersuchung relevanter biologischer Eigenschaften von MSC und ihre Vorbereitung
gemal3 dem Arzneimittelgesetz unter GMP (Good manufacturing practice)-Bedingungen zur
regenerationsmedizinischen Anwendung bei steroidinduzierten Osteonekrosen in der
Pidiatrie

III.  Analyse des Engraftment von transfundierten MSC in verschiedenen Empfingerorganen

IV. Modifikation der Glykanstruktur von MSC, um systemisch applizierte MSC in das

knocherne Kompartiment zu dirigieren

27



3 Material

31 primire Zellkulturen und Bakterienstimme

MSC

E. coli XI.1-Blue

3.2 Zellkulturmedien und Zusitze

3.2.1 Zellkulturmedien

Advanced DMEM (1x)
Advanced DMEM/F12 (1x)
F12 Nutrient Mixture (1x)
H-DMEM

L-DMEM

3.2.2 Mediumzusitze

FCS (fetales Kilberserum)
FEP (fresh frozen plasma)
Gelantine

Heparin (Canusal)
L-Glutamin
Penicillin/Streptomycin

Thrombozytenkonzentrat (TKZ)

3.2.3 Differenzierungszusitze

B27 (50x)

bFGF

B-Glycerolphosphat

BMP-2

Dexamethason (Fortecortin)

Indomethacin

aus Knochenmarkaspiraten oder
Zahnpapillen von Patienten

Stratagene

Gibco
Gibco
Gibco
Lonza

Lonza

Biochrom
Blutbank, UKT
Sigma-Aldrich
Wockhardt
Biochrom
Biochrom

Blutbank, UK'T

Stem Cell Technologies
Invitrogen
Sigma-Aldrich
Tebu-Bio

Merck

Sigma-Aldrich
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IBMX, 3-Isobutyl-1-methylxanthin
Insulin (Actrapid)

I'TS Supplement-A (100x)

ITS-X (100x)
L-Ascorbinsiure-2-phosphat

N1 Supplement (100x)

N2 Supplement (100x)

N2-A (100x)

Natriumpyruvat

Nicotinamid

TGF-83

3.3 Nukleinsauren

DNA-Leiter peqGOLD 100 bp Plus
DNA-Leiter peqGOLD 1 kb
GroBenstandard GeneScan 500 ROX

34 Oligonukleotide

Sigma-Aldrich

Novo Nordisk

Stem Cell Technologies
Gibco

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Stem Cell Technologies
Gibco

Calbiochem
RayBiotech

Peqlab Biotechnologie
Peqlab Biotechnologie
Applied Biosystems

Die aufgefihrten Oligonukleotide sind bei Eurofins MWG Operon zur Synthese in Auftrag
gegeben worden. Fur die wunterschiedlichen Klonierungsarbeiten wurden modifizierte
Oligonukleotide verwendet. Dabei stellen die hervorgehobenen Nukleotide eingefiigte
Restriktionsschnittstellen fur Xhol (fwd) bzw. EwRI (rev) dar. Durch Unterstreichung sind
willkiirlich angehingte Nukleotide gekennzeichnet. Alle weiteren liegen der entsprechen

DNA-Sequenz zu Grunde.

Tab. 3-1: Ubersicht der Klonierungs- und Sequenzierungsprimer. Die Restriktionsschnittstellen sind
fett hervorgehoben und die zusitzlich angehingte Nukleotide durch Unterstreichung gekennzeichnet. Die
Fragmente wurden jeweils bei einer Annealing-Temperatur von 62°C amplifiziert.

Amplikon Primer (5'— 3') Fragment

FUTG6 fwd: AAGCTTCTCGAGTTCCCAGATACTCTGACCCATGGAT 1215 bp
rev: AAGCTTGAATTCAGGCAAACGAGTCCTTAGG

MigR1 (Leervektor) fwd: CCCTTGAACCTCCTCGTTCGAC 248 bp

rev: AGAAGACAGGGCCAGGTTTCC
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Fir Expressionsanalysen verschiedener Differenzierungsmarker kamen die nachfolgenden

Oligonukleotide zum Einsatz.

Tab. 3-2: Ubersicht der PCR-Primer zur Amplifikation aus cDNA.

Amplikon

BSP

CBFual

GAPDH

INS1

LPL

PPAR-y

Die Chimarismusanalysen

Primer (5'— 3')

twd: GCTCAGCATTTTGGGAATGGC
rev: CTGCATTGGCTCCAGTGACAC

twd: AGAGGTACCAGATGGGACTGTGGTT
rev: GGTAGCTACTTGGGGAGGATTTGTG

twd: CGGGAAGCTTGTGATCAATGG
rev: GGCAGTGATGGCATGGACTG
twd: CTACCTAGTGTGCGGGGAAC
rev: GCTGGTAGAGGGAGCAGATG
twd: GAGATTTCTCTGTATGGCACC
rev: CTGCAAATGAGACACTTTCTC
twd: CAGTGGGGATGTCTCATAA
rev: CTTTTGGCATACTCTGTCAT

mittels

fluoreszenzmarkierter Oligonukleotide durchgefiihrt.

STR-PCR  wurden

Annealing Zyklen

62°C

55°C

45°C

63°C

55°C

55°C

unter

30

28

25

30

28

33

Fragment

614 bp

200 bp

358 bp

197 bp

270 bp

400 bp

Verwendung  folgender

Tab. 3-3: Ubersicht der PCR-Primer zur Chimirismusanalyse. Die fluoreszenzmarkierten Oligo-
nukleotide wurden bei diesen Annealing-Temperaturen eingesetzt: 1P32 bei 58°C, alle weiteren bei 62°C.

Primer

1P32

CD4

CYP19

VWF II

D8S1179

D138317

Linge

140-209 bp  fwd: TGGCGAGACTCCATCAAAG

Primersequenz 5' — 3'

rev: CCTTTTAAGCTGCAACAATTTC

88-128 bp  fwd:

GCCTGAGTGACAGAGTGAGAACC

rev: TTGGAGTCGCAAGCTGAACTAGC

154-178 bp ~ fwd:

GCAGGTACTTAGTTAGCTAC

rev: TTACAGTGTGCCAAGGTCGT
139-167 bp  fwd: TGTACCTAGTTATCTATCCTG

rev: GTGATGATGATGGAGACAGAG
203-247bp  fwd: ATTGCAACTTATATGTATTTTTGTATTTGATG

rev: ACCAAATTGTGTTCATGAGTATAGTTTC
169-201 bp  fwd: ATTACAGAAGTCTGGGATGTGGAGGA

rev: GGCAGCCCAAAAAGACAGA

Fluorochrom

FAM (blau)
HEX (griin)
FAM (blau)
FAM (blau)
NED (gelb)

NED (gelb)
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3.5 Enzyme

Pfu DNA-Polymerase
T4 DNA-Ligase
Tag DNA-Polymerase

EcRI (EcoRI) G/AATTC
EcwRV (NEB 2) GAT/ATC
KpnI (NEB 1) GGTAC/C
Neol (NEB 3) C/CATGG
Xhol (NEB 4) C/TCGAG

Promega

Promega

Qiagen

New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs
New England Biolabs

Fir simtliche Enzyme wurden die vom Hersteller empfohlenen Reaktionspuffer in Klammern

aufgefihrt. Fir die Restriktionsenzyme sind die entsprechenden Erkennungssequenzen und

Schnittstellen angegeben.

3.6 Plasmide
MigR1*
* pMSCVneo Ableitung

3.7 Kits

CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation
CytoSet IFNy ELISA

Dako REAL Detection System, APAAP, Mouse
E.Z.N.A. Total RNA Isolation

QIAprep Spin Miniprep

QIAquick Gel Extraction

QIAquick Nucleotide Removal

QIAquick PCR Purification

The SuperScript 11T First-Strand Synthesis System
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis
TriFast

VECTASTAIN Elite ABC Universal

M. Dominici, Modena, Italien

Clontech Laboratories

Promega
Biosource

Dako

Omega Bio-Tek
Qiagen

Qiagen

Qiagen

Qiagen
Invitrogen
Roche

Peqlab Biotechnologie

Vector Laboratories
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Fir die verschiedenen Anwendungen war das jeweilige Handbuch des Herstellers mal3gebend.

Abweichungen vom Protokoll werden im Text gesondert beschrieben.

3.8  Antikorper

3.8.1 Primirantikorper

Antigen, Konjugat, Spezifitit & Isotyp
B-Catenin, mouse-anti-human IgG,

CD34 PE, mouse-anti-human IgG,, »
CD45 FITC, mouse-anti-human IgG, »
CD73 PE, mouse-anti-human IgG,, »
CD90 PE, mouse-anti-human IgG,
CD105 FITC, mouse-anti-human IgG,,
CD271 PE, mouse-anti-human IgG,, »
HLA-A, B, C PE, mouse-anti-human IgG,, »
HLA-A01, mouse-anti-human IgM
HLA-B08, mouse-anti-human IgM
HILA-DR PE, mouse-anti-human IgG2a, x
Kollagen II, rabbit-anti-human Ig

Nanog, rabbit-anti-human IgG

Nestin, mouse-anti-human IgG,

Oct-4, mouse-anti-human IgG,

SSEA-4, mouse-anti-human IgG,, »

3.8.2 Sekundirantikérper

IgG Cy3, goat-anti-mouse

IgG FITC, goat-anti-mouse
IgG FITC, goat-anti-mouse
IgG Rhodamin, goat-anti-rabbit

3.8.3 Isotypen

mouse IgG,, » FITC
mouse IgG,, » PE

Klon

14 /Beta-Catenin
563

HI30

AD2

F15-42-1
N1-3A1
C40-1457
G46-2.6

1.243
NCL-COLL-IIp
H-155

10C2

9E3

MC-813-70

polyclonal
polyclonal
polyclonal
polyclonal

X40
MOPC-21

Hersteller
BD Bioscience
BD Bioscience
BD Bioscience
BD Bioscience
Serotech
Ancell

BD Bioscience
BD Bioscience
One Lambda
One Lambda
Biolegend
Novocastra
Santa Cruz
Chemicon
Chemicon

DSHB

Jackson IR
Jackson IR
BD Bioscience

Upstate

BD Bioscience

Biolegend

32



3 Material

3.9 Chemikalien und Reagenzien
Agar

Agarose SeaKem

Alizarin Red-S

Ampicillin

Ampuwa
B-Mercaptoethanol

BSA, Bovines Serumalbumin
DAB

DePeX

DMSO, Dimethylsulfoxid
Einbettmedium

Ethanol

Ethidiumbromid
FACS-Flow

FACS-Clean

FACS-Rinse
Formaldehyd

Formamid

Glycerin

H,O,

Himatoxylin

Hefeextrakt

HOPE I+I1

Isopropanol

Ladepuffer (6x)
LB-Medium

Lysepuffer

Methanol

Natriumazid
Natriumbicarbonat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumchlorid

Normalserum, Ziege und Kaninchen

Oil Red-O

Difco Laboratories
Lonza
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Fresenius Kabi
Sigma-Aldrich
PAA Laboratories
Linaris

Electron Microscopy Sciences
Merck

Leica Instruments
Merck

Gibco

BD Bioscience

BD Bioscience

BD Bioscience
Roth

Applied Biosystems
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Roth

DCS Diagnostics
Merck

Peglab Biotechnologie
Roth
Universititsapotheke Tibingen
Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Dako
Sigma-Aldrich
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p-Nitrophenylphosphat
Paraffin

PBS, Phosphate Buffered Saline
PFA, Paraformaldehyd
Propidiumiodid

Saponin

SOC, Super Optimal Catabolite
Toluidinblau
Trinatriumzitratdihydrat
Triton-X 100

Trypanblau

TrypLE

Trypsin

Tween 20

Universalagarose

Xylen

Zitronensiuremonohydrat

3.10 Verbrauchsmaterialien

Chamber Slide Systems
Deckglaschen

Einmalskalpelle, steril
FACS-Réhrchen (5 ml)
Falcon-Tubes (15 ml & 50 ml)
Kryo-Tubes (1.5 ml)
Mikroreaktionsgefal3e
Multiwellplatten (6 well & 96 well)
Objekttriger Super Frost Plus
Pasteurpipetten

Pipettenspitzen

Scaffolds (Kalziumphosphat, Kollagen, OPLA)
Zellkulturflaschen
Zellkulturpipetten

Linaris

DCS Diagnostics
Gibco

Merck

BD Bioscience
Sigma-Aldrich
Invitrogen

Fluka
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Gibco

PAA Laboratories
Roth

Peqlab

VWR

Merck

Nunc
Menzel-Glaser
Braun

BD Bioscience
BD Bioscience
Corning
Eppendorf
BD Bioscience
Menzel-Gliser
WU Mainz
Greiner Bio-One
BD Bioscience
Corning

Corning
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3.11 Firmeniibersicht

Abimed, Langenfeld

Ancell Corporation, Bayport, MN, USA

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA

BD Bioscience, Heidelberg

Biochrom, Betlin

Bio-Rad Laboratories, Munchen

Biolegend, San Diego, CA, USA

Biosource, Nivelles, Belgien

Braun, Melsungen

Calbiochem, San Diego, CA, USA

Chemicon, Schwalbach

Clontech Laboratoties, Mountain View, CA, USA
Corning, Corning, NY, USA

Dako, Hamburg

DCS Diagnostics, Hamburg

Diagnostic Products Corporation, Gwynedd, UK
Difco Laboratories, Sparks, MI, USA

DSHB, Towa City, IA, USA

Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA
Eppendorf, Hamburg

Eurofins MWG Operon, Ebersberg

Fluka, Seelze

Fresenius Kabi, Bad Homburg

GFL, Burgwedel

Gibco, Paisley, UK

Gilson, Middleton, WI, USA

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Heidolph Instruments, Schwabach

Heraeus Instruments, Osterode

Hettich GmbH, Tuttlingen

Invitrogen, Karlsruhe

Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, USA
Leica Instruments, Wetzlar

Linaris, Wertheim-Bettingen
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Lonza, Wuppertal

Marienfeld-Superior, Lauda-Koénigshofen
Mediagnost, Reutlingen

Menzel-Gliser, Braunschweig

Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Novocastra, Newcastle, UK

Novo Notrdisk Pharma, Mainz

Nunc, Langenselbold

Olympus, Hamburg

Omega Bio-Tek, Norcross, GA, USA
One Lambda, Canoga Park, CA, USA
PAA Laboratories, Colbe

Peglab Biotechnologie, Erlangen
Promega, Madison, WI, USA

Qiagen, Hilden

Pharmacia Biotech, Cambridge, UK
RayBiotech, Norcross, GA, USA
Raytest, Straubenhardt

Reichert-Jung, Nussloch

Roche Diagnostics, Mannheim

Roth, Katlsruhe

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Serotec, Diisseldorf

Sigma-Aldrich, Minchen

Stem Cell Technologies, Koln
Stratagene, La Jolla, CA, USA

Tebu-Bio, Offenbach

Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
VWR, Darmstadt

Wockhardt, Wrexham, UK

WTIW, Weilheim

WU Mainz, Bamberg
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3.12  Laborgerite

ABI PRISM 310C Genetic Analyzer
Begasungsbrutschrank HERA Cell
ELISA Reader Milenia Kinetic Analyzer
FACS Calibur Flowcytometer
Geldokumentationssystem
Gelelektrophoresesystem
Inkubationsschiittler

Mikroskop IX50 & BX60
Neubauer Zihlkammer

pH-Meter MultiCal pH538
Pipetten

Power PAC 200
Rotationsmikrotom Supercut 2050
Spektrophotometer GeneQuant 11
Sterilbank HERA safe
Thermocycler GeneAmp 9700
Thermomixer 5436 (95°C)
Vortexer

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge Rotixa 50 RS
Zentrifuge Mikro 22 R

3.13 Software

CellQuest Pro 4.0.2
Cell™F 2.3

Applied Biosystems
Heraeus Instruments
Diagnostic Products Corporation
BD Bioscience
Raytest

Peglab Biotechnologie
GFL

Olympus
Marienfeld-Superior
WTW

Abimed & Gilson
Bio-Rad
Reichert-Jung
Pharmacia Biotech
Heraeus Instruments
Applied Biosystems
Eppendorf

Heidolph Instruments
Eppendorf

Hettich Zentrifugen

Hettich Zentrifugen

BD Bioscience

Soft Imaging Systems
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4.1 Allgemeine Arbeiten mit Nukleinsduren

4.1.1 Agarosegelelektrophorese

Bei der Agarosegelelektrophorese wurden DNA-Molekiile bei konstanter Spannung von 120 V
ithrer GroBe nach aufgetrennt. Dabei kamen jeweils 3 pl eines Lingenstandards zum Einsatz, der
eine relative Groflenbestimmung der vorhandenen DNA-Fragmente zulisst.

Es wurde ein horizontales Agarosegel von 1,5-2% mit 1x TBE-Puffer (10,8 g Tris, 7,09 g
Borsiure, 0,74 ¢ EDTA-Dinatriumdihydrat, 1 1 ddH,O; pH 8,0) als Gel- und Elektrophorese-
puffer im System eingesetzt und anschlieBend mit Ethidiumbromid gefirbt, um eine Bildgebung
unter UV-Licht zu gewihrleisten. Fiir das Beladen der Geltaschen wurden die Proben mit 4 pl
0x Ladepuffer (10 mM Tris-HCL; pH 7,6, 60 mM EDTA, 0,03% Bromphenolblau, 0,03%
Xylencyanol, 60% Glycerin) vermischt. Fur die photographischen Aufnahmen wurde ein digitales

Geldokumentationssystem verwendet.

4.1.2 Spektrophotometrische Bestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren in wassriger L.osung ldsst sich photometrisch
bestimmen. Dabei werden je zwei UV-Absorptionsspektren im Wellenlingenbereich von
A =220-320 nm aufgenommen. Die Konzentration der Nukleinsduren errechnet sich aus der
Extinktion bei A = 260 nm (OD,,) und der Schichtdicke d der eingesetzten Kiivette. Eine OD,,
von 1,0 entspricht bei d = 1 einer Konzentration von 50 pg/ml dsDNA, 33 pg/ml ssDNA bzw.
40 pg/ml RNA. Aus dem Verhiltnis der Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm
(OD,,/ OD,y) lisst sich der Reinheitsgrad der Nukleinsiure ableiten. Fir reine DNA liegt dieser
Quotient zwischen 1,8 und 2,0, der fir reine RNA zwischen 1,9 und 2,1. Bei Verunreinigungen
durch Proteine sinkt dieser Wert. Abweichungen im Nachkommastellenbereich von 1,0 wurden
toleriert. Bei gréleren Unreinheiten wurde eine Aufreinigung der Nukleinsduren, insbesondere

von RNA, durch Phenol-/Chloroform-Extraktion durchgefiihrt.

4.1.3 Nukleinsdureaufreinigung durch Phenol/Chloroform-Extraktion

Die Methode beruhte auf der Einschritt-Flissigphasen-Separation unter Verwendung des
Reagenzes TriFast. Eine einphasige Losung enthilt dabei Phenol und Guanidinisothiocyanat,

worin die wissrig gelosten Nukleinsduren aufgenommen wurden. Durch Zugabe von
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Chloroform und nach anschlieBender Zentrifugation bildet sich aus dem Homogenat drei
Phasen: die rote Phenol-Chloroform-Phase, eine obere farblose wissrige Phase und eine
dazwischen liegende Interphase. Die RNA ist ausschlief3lich in der wissrigen Phase angereichert,
die DNA und die Proteine befinden sich in der Inter- und der Phenolphase.

Die wissrige Phase wurde mit 0,5 ml Isopropanol pro eingesetzten Milliliter Trifast vermischt
und fiir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe bei 12000 g und 4°C fir 10 min
zentrifugiert. Der Isopropanoliiberstand wurde vorsichtig abgenommen und das RNA-Prizipitat
zweimal mit 1 ml 75% Ethanol durch Vortexen und erneuter Zentrifugation gewaschen. Das
luftgetrocknete RNA-Pellet wurde in mit DEPC (Diethylpyrocarbonat) behandeltem Wasser

gelost.

4.2 Molekularbiologische Arbeiten mit RNA und DNA

4.2.1 Isolation von RNA aus eukaryotischen Zellen

Der Isolation von RNA aus adhirent kultivierten, eukaryotischen Zellen sowie aus humanen
Gewebeproben ging allgemein die Lyse und Homogenisierung der Zielzellen voraus. Nur so
konnte eine vollstindige Freisetzung aller RNA gewihrleistet werden. Dieser Vorgang wurde fur
adhirent wachsende Zellen durch Resuspension in der Kulturschale vorgenommen. Bei
Gewebeproben wurde hingegen ein Glashomogenisator eingesetzt. Die Gewinnung von
Gesamt-RNA wurde mit dem E.Z.N.A. Total RNA Isolation Kit durchgefiihrt. Bei allen
Isolationsschritten war das Handbuch des Herstellers ma3gebend. Die RNA lag abschlieBend in

mit RNase-Inhibitor versetztem Wasser vor und wurde umgehend bei -20°C verwahtt.

4.2.2 Synthese von cDNA durch RT-PCR

Fir die Expressionsanalyse von ausgewihlter Gene sowie fiir die Umsetzung bestimmter
Klonierungsstrategien ist die Synthese von cDNA als Template notwendig. Die erforderliche
reverse Transkription der isolierten RNA in komplementire DNA folgte der Anleitung des
Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kits. Dabei wurden jeweils RNA-Mengen zwischen
0,5-1 ug eingesetzt. Als unspezifische Primer in der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden
Hexamere gewihlt. Der eigentliche Syntheseschritt fand 30 min bei 55°C statt, anschlieBend
wurde die Reverse Transkriptase (RT) bei 85°C fiir 5 min inaktiviert. Der Reaktionsstopp erfolgte
auf Fis.
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4.2.3 Amplifikation von Fragmenten aus cDNA

Unter Verwendung genspezifischer Primer und verschiedener thermostabiler DNA-Polymerasen
konnten relevante Fragmente aus cDNA amplifiziert werden. Fiir Expressionsanalysen wurde die
Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus eingesetzt. Fir alle Klonierungsfragmente wurde die
Polymerase von Pyrococcus furiosus die mit einer proof-reading Eigenschaft ausgestattet ist,
verwendet. So konnte die Fehlerrate in der zu amplifizierenden Sequenz minimiert werden,
jedoch war dafiir eine Verlingerung der Elongationszeit bis 2 min erforderlich. Die Annealing-
Temperatur (T)) fir die Hybridisierung der Primer an die Matrizen-DNA wurde in Abhidngigkeit
des GC-Gehaltes der Primersequenz entsprechend der ,,4+2“-Regel {T, = T, - 2°C; T, = 4°C
(G+C) + 2°C (A+T)} bestimmt. Die Amplifikationen folgten dem Beispielschema des internen
Standards, GAPDH: 25x (30 s bei 95°C, 30 s bei 45°C, 30 s bei 72°C).

Eine Liste der eingesetzten Oligonukleotide inklusive Annealing-Temperatur und Zyklenzahl ist
unter Abschnitt 3.4 zu finden. Die PCR wurde in Thermocyclern mit beheizbarem Deckel
durchgefiihrt, der die Bildung von Kondensat und den daraus resultierenden Volumenfehlern in

den aufeinander folgenden Zyklen vermeiden sollte.

4.2.4 Chimirismusanalyse durch Amplifikation von Mikrosatelliten

Zur Bestimmung des Anteils von Spenderzellen im Blut oder verschiedenen Geweben eines
Empfingers nach Stammzelltransplantation dient die Methode der PCR-Amplifikation von
Mikrosatelliten, so genannte Short tandem repeats (STR), aus isolierter DNA**, Bei den STR handelt
es sich um hoch polymorphe, repetitive, nicht kodierende Sequenzen von 2 - 7 bp Linge. Die
Unterscheidung der Individuen ergibt sich aus der unterschiedlichen Anzahl der Wiederholungen
dieser Sequenzen und den daraus resultierenden Fragmentlingen. Insgesamt erreichen die STR
Lingen von 80 bis 300 bp. Diese dullerst sensitive PCR-Methode benétigt dabei nur sehr geringe
Menge DNA.

Die verwendeten Primer wurden mit verschiedenen Fluoreszensfarbstoffen markiert (Tab. 3-3).
Die Chimirismus-PCR folgte examplarisch diesem Amplifikationsschema: 35x (60 s bei 95°C,
45 s bei 62°C, 90 s bei 72°C) + (30 min bei 60°C). Die amplifizierten Mikrosatelliten wurden
nach Anleitung des Herstellers des ABI PRISM 310C Genetic Analyzer im Kapillargel
elektrophoretisch aufgetrennt. Vorbereitend wurden die Proben mit Formamid fiir 2 min bei
90°C denaturiert, sofort abgekihlt und gleichzeitig mit dem GroBenstandards GeneScan 500

ROX in das Gerit tiberfuhrt.
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4.2.5 Isolierung und Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Nach Auftrennung der amplifizierten Fragmente in einem Agarosegel von 1,5-2% und Firbung
mit BEthidiumbromid wurden die gewiinschten Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht,
ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit nach Angaben des Herstellers aus
dem Gel isoliert. Unter Verwendung von drei Volumen des Puffers QG und zuziiglich eines
Volumens Isopropanol war das Protokoll auch zur Aufreinigung von enzymatischen
Reaktionsansitzen geeignet.

Fir die Extraktion wurde das Gelstiick in Puffer aufgenommen und unter Inkubation bei 50°C
vollstindig gelost. Die Losung wurde auf eine entsprechende Siule geladen und fiir eine Minute
bei 13000 rpm zentrifugiert. Es folgten verschiedene Wasch- und Zentrifugationsschritte. Die
noch gebundene, gereinigte DNA wurde abschlieBend mit 20-30 ul ddH,O durch Zentrifugation
eluiert und war nun weitgehend frei von Enzymen, Nukleotiden, Primern, Agarose, Salzen,

Farbstoffen und Ethidiumbromid.

4.2.6 Restriktionsverdau von DNA

Zur Herstellung von DNA-Fragmenten mit angehingten Restriktionsschnittstellen bzw. zur
Linearisierung von Plasmiden zum Einsatz in Ligationen (priparativer Verdau) sowie zur
Uberpriifung von Ligationsprodukten (analytischer Verdau) wurde die Spaltung der DNA durch
sequenzspezifische Restriktionsendonukleasen durchgefiihrt. Dabei wird durch Hydrolyse der
Phosphodiesterbindung die DNA fragmentiert.

Im analytischen Verdau wurden 1-2 pg, im praparativen Verdau 15-20 pg in H,O geloste DNA
eingesetzt. Den Vorgaben des Herstellers zur geeigneten Pufferwahl (siche Abschnitt 3.5) wurde
jeweils entsprochen. Die Inkubation erfolgte nach Zugabe von 10-20 U entsprechend 1 pl
Enzymlésung fir 10-90 min bei 37°C. AnschlieBend wurden die aus den analytischen Verdauen
resultierenden DNA-Fragmente in Agarosegelen, wie aus den Abschnitten 4.1.1 und 4.2.5 zu
entnehmen, aufgetrennt und isoliert. Die Ansitze aus praparativen Verdauen wurden vor ihrer
weiteren Verwendung mit dem QIAquick Nucleotide Removal Kit von allen Reaktions-

komponenten und DNA-Fragmenten <17 bp gereinigt.

4.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Ligation von DNA-Fragmenten ist die T4 DNA-Ligase auf Grund der Eigenschaft
sowohl tberhingende Termini (,,szzcky ends™) als auch glatte Termini (,,blunt ends™) ligieren zu

konnen, besonders gut geeignet.
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Die Methode der ,sticky/sticky“-Ligation kommt insbesondere bei Klonierungen von
DNA-Fragmenten in ein beliebiges Expressionsplasmid zur Anwendung. Bei der Verkniipfung
von Vektor und DNA-Fragment wurde auf ein dquimolekulares Verhiltnis von 1:3 geachtet. In
einem Endvolumen von 10 ul kamen neben 150 ng Vektor, Insert und 1 ul T4 DNA-Ligase
(3 U/ul) auch der entsprechende 10x Ligase-Puffer und ddH,O zum Einsatz. Die Inkubation
fand entweder bei 4°C iber Nacht oder auch bei Raumtemperatur fir 4 h statt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde das gesamte Volumen wie unter Abschnitt 4.3.2 beschrieben zur

Transformation eingesetzt.

4.2.8 Amplifikation aus Bakterienkolonien (,,Kolonie-PCR*)

Die ,Kolonie-PCR“ wurde zur Uberpriifung transformierter Bakterienkolonien auf die
Anwesenheit des Vektors zum einen und des Inserts im Vektor zum anderen angewendet. Dazu
wurden einzelne Kolonien mit dem Zahnstocher direkt von der Agarplatte genommen und in
30 ul H,O gelost. Der Zahnstocher wurde daraufthin zum Animpfen einer Bakterienkultur von
4 ml LB-Medium benutzt. Die Suspension hingegen wurde iber 5 min bei 95°C erhitzt,
anschlieBend fur 10 min auf Eis gestellt und letztlich fur weitere 5 min bei 13000 rpm
zentrifugiert. Der gewonnene Uberstand wurde als Template mit 5 ul in der PCR eingesetzt. Das
Reaktionsschema entsprach dabei 30x (30 s bei 95°C, 30 s bei 62°C, 45 s bei 72°C).

Als Primer dienten fragmentspezifischen Oligonukleotide, die das Insert von 1215 bp
amplifizierten (Abschnitt 3.4). Diese boten dabei zusitzlich den Vorteil einer Negativkontroll-
funktion bei Abwesenheit des Inserts. Es konnte also auf Grund der Tatsache, dass die
Primersequenzen etwas vor bzw. nach den Insertionsstellen lagen, auch aus einem Vektor ohne
Insertion ein Fragment von 248 bp Linge amplifiziert werden. Die qualitative Analyse des
PCR-Produkts wurde tber die elektrophoretische Auftrennung im Agarosegel vorgenommen

(Abschnitt 4.1.1).

4.2.9 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA beruht auf dem Prinzip der Strangabbruchmethode, bei der die
Neusynthese von DNA-Stringen nach dem statistischen Einbau von Didesoxynukleotiden
(ddNTP) terminiert wird*”. Als Matrize fiir die Sequenzier-PCR diente ein Einzelstrang der zu
analysierenden DNA, wobei der Startpunkt der Synthese durch einen entsprechenden Primer
bestimmt wurde. Die verschiedenen ddNTP waren dabei mit unterschiedlichen Fluoreszenz-

farbstoffen markiert.
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Die Sequenzierung der gewonnenen Plasmide wurde zu diesem Zweck kommerziell bei Eurofins

MWG Operon Sequencing Department in Martinsried in Auftrag gegeben.

4.3  Arbeiten mit prokaryotischen Zellkulturen

4.3.1 Kultivierung und Kryokonservierung von E. coli

Der E. coli Stamm XIL1-Blue wurde zur Kultivierung in LB-Medium (10 g Pepton, 5 g
Hefeextrakt, 10 g NaCl, 1 1 ddH,O; pH 7.,5) angezogen. Die Inkubation erfolgte im Wirme-
schittler unter 150-200 tpm bei 37°C tber Nacht. Zur Selektion wurde dem Medium
50-100 pg/ml Ampicillin zugesetzt. Fir Kryokonservierungen wurden zu 750 ul Bakterienkultur
250 ul Glycerin zugegeben und vermischt, bei -80°C tiefgefroren und bis zur weiteren

Verwendung dort gelagert.

4.3.2 Transformation kompetenter E. coli

Zur Transformation von Plasmiden in kompetente E. ¢/ wurde das zu Grunde liegende
Protokoll fir den Bakterienstamm XIL.1-Blue der Firma Stratagene im Detail nachvollzogen. So
wurden 1 g aufgereinigte Plasmid-DNA oder 10 ul Ligationsansatz zu 100 ul Bakterien-
suspension vorsichtig hinzupipettiert. Der Ansatz wurde fir 15 min auf Eis inkubiert. Es folgte
ein Hitzeschock bei 42°C fur 45 s und eine erneute Inkubation von 2 min auf Eis, bevor 900 ul
SOC-Medium zugegeben wurden. Nach 1 h Inkubation im Wirmeschiittler bei 37°C wurden
anschlieBend 50-100 ul des Ansatzes auf LB-Selektionsplatten (1,5% Agar) ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37°C weiter inkubiert. Der Selektionsagar wurde zuvor in flissiger Form
autoklaviert und auf 55°C abgekiihlt. Nach Zugabe von 100 pg/ml Ampicillin konnten darauthin

die Platten gegossen werden.

4.3.3 Plasmidpriparationen aus E. coli

Die Priparation von Plasmid-DNA, wie sie fur Klonierungen, Sequenzierungen und/oder
Transfektionen bendtigt werden, wurde mit dem Qiagen Plasmid Mini Kit nach den Angaben des
Herstellers vorgenommen. Gro3ere Mengen wurden mit dem Midi bzw. Maxi Kit des Herstellers
isoliert. Die Isolierung liegt dem Prinzip der alkalischen Lyse von Bakterienkulturen und der
Adsorption an und der Elution der Plasmid-DNA von einer Harzsdule tiber Anionenaustausch

durch Veridnderung der Salzkonzentration und des pH-Wertes zu Grunde.
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Fir die Durchfihrung der Minipreps wurden Kulturen mit einem Volumen von 4-10 ml 16 h
zuvor angeimpft. Alle verwendeten Puffer wurden vom Hersteller bereitgestellt. Die Elution

erfolgte mit ddH,O.

4.4 Arbeiten mit eukaryotischen Zellkulturen

4.4.1 Isolation, Kultivierung und Kryokonservierung von MSC

Die Isolation mesenchymaler Stromazellen erfolgte sowohl aus Knochenmarkaspiraten als auch
aus Zahnpapillen extrahierter Weisheitszihne. Fir die Zellgewinnung aus Geweben wurde
steriles Praparationsbesteck, wie Skalpell und Pinzette, fir deren Zerkleinerung verwendet.
Gegebenenfalls wurde eine Quetschpriparation kleinerer Gewebestiicke mit den Kolben von
Einwegspritzen durchgefiihrt, um eine dichtere Zellsuspension zu erhalten. Zellen und
verbleibende Gewebereste wurden im Anschluss zusammen in Kulturmedium aufgenommen.
Die Aufarbeitung von Knochenmarkaspiraten wurde mit der Eliminierung der Erythrozyten
mittels Ammoniumchloridlyse begonnen. Hierfiir wurden die Proben in einem Volumen-
verhiltnis von 1:5 mit Lysepuffer (8,29 g Ammoniumchlorid, 1 g Kaliumhydrogencarbonat,
0,037 ¢ Na,EDTA - H,0O, 1 1 ddH,0) aufgenommen und fir 10 min bei Raumtemperatur
rotierend inkubiert. Das Lysat wurde in den darauf folgenden Zentrifugationen fiir 5 min bei
400 g pelletiert, mit PBS gewaschen und in Kulturmedium resuspendiert.

Die Medien setzten sich standardgemil aus DMEM (1 g/1 Glukose) und den folgenden
Zusitzen zusammen: entweder 5% (v/v) FFP, 1% (v/v) TKZ (ca. 1 x 10" Thrombozyten) und
1 IU/ml Heparinsulfat oder 10% FCS. Beide Medien wurden mit 2 mM Glutamin und Penicillin
(100 U/ml), Streptomycin (100 pg/ml) supplementiert. Die Kultivierung erfolgte standardgemif3
im Begasungsbrutschrank bei 37°C unter wassergesittigter Atmosphire mit 10% CO.,.
Mesenchymale Stromazellen sind adhirent wachsende Zellen. Nach 48 h wurde das Medium
vollstindig erneuert, um andere Zellen und Gewebereste zu entfernen. Die Passage fand in der
Regel erstmalig nach 7-10 Tage statt. Danach wurden die Zellen durchschnittlich alle 4 Tage bei
einer Konfluenz von 90% mittels Trypsinlosung (PBS, 0,05% Trypsin) und kurzer Inkubation bei
37°C abgeldst und umgesetzt. Die Zelldichte und Teilungsverhiltnisse ergaben sich vorrangig aus
der jeweiligen Versuchsplanung.

Fir die Kryokonservierung wurden die Zellen pelletiert und in 1 ml FFP bzw. FCS mit je 10%
DMSO aufgenommen und in Aliquots bei -80°C gelagert. Eingefrorene Zellen wurden im
Wassetbad bei 37°C, bis nur noch ein kleines Eisstiickchen zu sehen war, aufgetaut, in
vorgewarmtem Medium aufgenommen, bei 400 g fir 5 min zentrifugiert und in Medium

resuspendiert. Alle Zellkulturarbeiten wurden ausnahmslos unter Sterilbinken durchgefiihrt.
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4.4.2 Gabekriterien von MSC zur klinischen Anwendung

In Ubereinstimmung mit dem Ethikkommissionsvotum 241/2005V und unter Voraussetzung
der informierten Einwilligung der Patienten und/oder der Eltern wurde nach lokaler
Desinfektion und Anisthesie 10 ml Knochenmark aus der Spina iliaca posterior superior aspiriert und
heparinisiert. Die nachfolgenden Zellkulturarbeiten wurden unter GMP-Bedingungen in einem
klinikeigenen  Reinraumlabor durchgefihrt. Die Erythrozytenlyse und alle weiteren
Kultivierungsschritte entsprachen den unter Abschnitt 4.4.1 beschriebenen Vorgingen. Als
wesentliche Anderung hierbei galt der Austausch jeglicher Proteine tierischen Ursprungs durch
humane Blutprodukte und rekombinant hergestellte Proteine. Nach drei Passagen und einer
maximalen Kulturdauer von vier Wochen wurden die MSC geerntet, gewaschen und fir die
Applikation in 3 ml physiologischer NaCl-Losung (0,9%) mit 0,1% humanem Albumin
aufgenommen.

Die Kiriterien flir die Gabe der MSC beinhalteten die Vitalitit von >90%, die Abwesenheit von
T-Zellen und die Expression von CD73 und CD105 bei mehr als 90% der Zellen. Die
Uberpriifung wurde mittels FACS-Analyse angestellt.

Initial wurden fir die jeweiligen MSC-Spender serologische Gutachten beim Institut fur
Medizinische Mikrobiologie und Hygiene in Auftrag gegeben, um Infektionsrisiken
auszuschlieBen. Hierfir wurde die mogliche Existenz von bakterien- und virusspezifischen
Antikérpern (IgG und IgM) im Serum der Spender nachgewiesen. Immunglobulin (Ig) der
Klasse M wurde als Zeichen einer akuten Infektion gewertet und galt damit als
Ausschlussparameter. Im bakteriologischen Ergebnis mussten Antikérper gegen Toxoplasmose
und Treponema pallidum einen negativen Befund aufweisen. In den virologischen Testungen
wurden virusspezifische Antikérper gegen anti-HBs, anti-HAV und CMV, HCV und HIV
untersucht. Es durften keine IgM-Antikorper fiir CMV und zusitzlich auch keine IgG fir HCV
und HIV detektiert werden. Bei positiven IgG Befunden fiir anti-HBs und anti-HAV galt ein
Wert >200 IE/1 als Zeichen protektiver Immunitit nach zuriickliegender Infektion oder einer
aktiven/passiven Immunisierung. AuBlerdem wurden quantitative PCR fir HCV und HIV
angefertigt. Dabei mussten ebenfalls alle Parameter negativ sein. Zur Kontrolle der Sterilitat
wurden mit Beginn der Kultur und im Verlauf mikrobiologische Tests durchgeftihrt. Die
abschlieenden Sterilititspriifungen fanden jeweils mit der letzten Passage, also etwa eine Woche
vor Gabe der MSC, statt. Es wurden ausschlieBlich MSC-Kulturen mit negativen Befunden in
allen bakterielogischen Tests (acrobe, anaerobe und fungale Kultur; Mycoplasmen-PCR)

transplantiert.
p
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4.4.2.1 Einschlusskriterien fiir die Behandlung von Patienten mit Osteonekrose

Die Einschlusskriterien fiir die klinische Anwendung von MSC bei Patienten mit AVN waren die
der konventionellen Core Decompression und sind mit der radiologischen Diagnose, Schmerz,
intakter kortikaler Knochenstruktur und dem Versagen nicht invasiver Methoden nach sechs

Monaten definiert.

4.4.2.2 Chirurgische Prozedur der Core Decompression

Unter radiologischer Kontrolle wurde die AVN lokalisiert und anschlieSend angebohrt. Zunichst
wurde der Detritus abgesaugt und dann die autologen MSC tber eine Knopfkaniile injiziert. Der
Rickfluss der Suspension wurde durch den Verschluss des Bohrloches mit Fibrinkleber oder

Knochenwachs verhindert.

4.4.3 Besiedlung von Polymergeriisten durch MSC

In die Kavititen von 96-Loch-Mikrotiterplatten wurden unter sterilen Bedingungen die
dreidimensionalen Polymergeriiste einzeln gelegt. Die Aussaat der MSC erfolgte in einem
Priinkubationsschritt, bei dem 5 x 10* Zellen in einem Volumen von 50 ul Standardmedium auf
die Scaffolds aufgetropft wurden und anschlieBend 2 h bei 37°C darauf adhirierten. In einem
zweiten Schritt wurden weitere 150 pl des Standardmediums pro Seaffold in die Kavititen
pipettiert. Die osteogene Differenzierungen konnten nach zusitzlichen 3 h Inkubation induziert

werden.

4.4.4 Proliferationsassay

Die Proliferation von MSC wurde mittels des CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay bestimmt. Diesem liegt das Prinzip der Bioreduzierung einer Tetrazolium-
verbindung  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Sulfophenyl)-2H-
Tetrazolium; MTS) durch stoffwechselaktive Zellen zu einem farbigen Formazankomplex zu
Grunde. Die Quantifizierung erfolgte tber die Messung der optischen Dichte in einem
Mikrotiterplattenphotometer bei einer Absorption von 490 nm. Das Reaktionsprodukt galt als
direkt proportional zur Anzahl der lebenden Zellen.

Die MSC wurden initial in Tripletten in Dichten von 1000 Zellen pro Kavitit in 96-Loch-
Mikrotiterplatten in Standardmedium (5% FFP) kultiviert. Nach Erreichen einer Konfluenz von
90% wurde das Medium entfernt, mit PBS gewaschen und das MTS-Reagenz auf die Zellen
gegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37°C im Begasungsbrutschrank mit 10% CO, fur 1-4 h.
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4.4.5 Immunophinotypisierung durch FACS-Analyse

Die Analyse relevanter Oberflichenmolekiile von Zellen wurde am FACS Calibur realisiert. MSC
wurden in definierten Zellzahlen von 1-2,5 x 10° in FACS-Réhrchen gegeben und zweimal mit
FACS-Puffer (PBS, 2% FCS, 0,01% NaN,) gewaschen. Die Inkubation mit fluoreszenz-
markierten Antikérpern wurde fir 15 min unter Lichtausschluss bei 4°C durchgefiihrt. Nach dem
Farbeschritt wurden die Zellen dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und bis zur Messung auf Eis
unter Lichtausschluss verwahrt. Fir jeden Versuchsansatz wurden Vergleichsfirbungen mit
Isotypkontrollantikbrpern zum Ausschluss unspezifischer Wechselwirkungen angestellt.

Direkt vor den Einzelmessungen wurde Propidiumiodid, das die Méglichkeit besal3, tote Zellen
anzufirben, zugegeben. Propidiumiodid wirkt dabei als DNA-Interkalator nachdem es perforierte
Membranen nicht vitaler Zellen selektiv durchdrungen hat. So konnte sichergestellt werden, dass
die Evaluierung der Oberflichenmarker ausschlieSlich an vitalen Zellen stattfand. Die
Auswertung der Daten erfolgte tber die Software CellQuest Pro 4.0.2. Eine Liste der

verwendeten Antikérper wurde unter Abschnitt 3.8 aufgefihrt.

4.4.6 Invitro Differenzierungen und Firbenachweise von MSC

Zur osteogenen Differenzierung wurden subkonfluente MSC in 3 ml DMEM (1 g/1 Glukose)
mit 5% FFP, 1% TKZ und 11U/ml Heparinsulfat, 100 IU/ml Penicillin, 100 ug/ml Strepto-
mycin, 2 mM Glutamin pro Kavitit in 6-Loch-Mikrotiterplatten kultiviert. Die Induktion erfolgte
biphasisch mit der Zugabe von 10 nM Dexamethason und 100 uM L-Ascorbinsiure-2-phosphat
fur eine Woche und zusitzlich mit 10 mM B-Glycerolphosphat und 100 ng/ml BMP-2 mit
Beginn der Zweiten. Bei ausgewihlten Differenzierungsexperimenten unter Hypoxie (3% O,)
wurden zusitzlich 100 U/ml IFNy zugefiigt. Das Medium wurde alle drei Tage durch frisches
ersetzt. Nach 14 Tagen konnte die Differenzierung gestoppt und der Nachweis mit Alizarinrot

vorgenommen werden.

Nach zwei Wochen wurde bei den differenzierten MSC und den undifferenzierten Kontrollen
das Medium entfernt, jeweils mit PBS gewaschen und mit eiskaltem Methanol (100%) 2 min
fixiert. Es folgten anschlieSend ein kurzes Lufttrocknen und die umgehende Rehydratisierung mit
ddH,O. Die Nachweisfirbung der Kalziumprizipitate erfolgte durch die Inkubation mit
0,5% Alizarinrot fur 30-60 s bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden die Zellen 15 min mit

PBS gewaschen, mit eiskaltem Ethanol (100%) dehydriert und getrocknet.
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Die Induktion der adipogenen Differenzierung wurde an subkonfluenten MSC in 3 ml
DMEM (1 g/1 Glukose) mit 5% FFP, 1% TKZ und 1 IU/ml Heparinsulfat, 100 IU/ml Penicillin,
100 pg/ml Streptomycin, 2 mM Glutamin, supplementiert mit 1 pM Dexamethason, 60 uM
Indomethacin, 0,5 pM IBMX und 10 puM Insulin pro Kavitit in 6-Loch-Mikrotiterplatten
durchgefithrt. Das Medium wurde alle 4-5 Tage erneuert. Nach 2-5 Wochen konnten
Fettvakuolen in den Zellen beobachtet werden. Der Firbenachweis erfolgte durch die

Anwendung von Olrot.

Der Differenzierungsnachweis beruhte auf der Firbung der entstandenen Fettvakuolen in den
induzierten MSC. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und 10 min mit den Dimpfen von
Formalin (40%) fixiert. Nacheinander wurde mit ddH,O gewaschen und mit 1% Olrot fiir 3 min
gefirbt. Um uberschissige Farbe zu entfernen, wurden die Zellen fir 5 min unter flieBendem

Wasser gewaschen und anschlieBend getrocknet.

Die chondrogene Differenzierung von MSC wurde an Mikrozellmassen vorgenommen. Daftr
wurden 2 x 10° Zellen in einem konischen 15 ml Falcon fiir 5 min bei 400 g zu einem Pellet
zentrifugiert. Die Induktion erfolgte mit der Uberschichtung von 2 ml H-DMEM (4,5 g/1
Glukose) mit 5% FFP, 11U/ml Heparinsulfat, 100 IU/ml Penicillin, 100 pug/ml Streptomycin,
2 mM Glutamin, supplementiert mit 5 ng/ml TGF-83, 50 uM L-Ascorbinsiutre-2-phosphat,
100 nM Dexamethason, 1 mM Natriumpyruvat und 1x I'TS. Das Medium wurde nach jeweils vier
Tagen durch Zentrifugation ausgetauscht. Nach 4-5 Wochen kugelten sich die Zellmassen ab und
konnten nach dem Verfahren der HOPE-Fixierung (Hepes glutamic acid buffer mediated organic solvent
protection effect) in Paraffin eingebettet werden. Hierbei war das Herstellerprotokoll von DCS
Diagnostics mal3gebend.

Die Prozedur der Fixierung wurde unter strenger Einhaltung der Temperaturvorgabe von 0-4°C
vorgenommen. Im FEinzelnen wurde frisches Gewebe, hier die Mikrozellmasse, in
HOPE I-Losung fur 12-72 h auf Eis inkubiert. Danach wurde die erste Lésung entfernt und das
Gewebe zur Dehydratisierung fiir 2 h in eiskaltes Aceton mit 0,1% HOPE II gegeben. Im
Intervall von 2 h wurden die Loésungen dreimal gegen reines eiskaltes Aceton ausgetauscht,
sodass die Dehydratisierung nach insgesamt 8 h abgeschlossen werden konnte. Das Gewebe
wurde nun unverziiglich in eine durchlissige Kassette gelegt und in vorgewirmtes
niedrigschmelzendes Paraffin (52-54°C) getaucht. Dabei wurde darauf geachtet, dass Luftblasen
moglichst entweichen konnten. Die vollstindige Paraffinierung der Proben erfolgte tiber Nacht
bei 54-55°C im Wirmeschrank oder Wasserbad. Die Paraffinblécke wurden bis zu weiteren

Verwendung im Kiihlschrank verwahrt und gegebenenfalls am Mikrotom fir die immunhisto-
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chemische Evaluierung (Abschnitt 4.4.8) zu 4 um diinnen Schnitten verarbeitet. Zur Nachweis-

tairbung wurde Toluidinblau verwendet.

Nach Abschluss der Differenzierung von MSC und Anfertigung der Mikrotomschnitte konnten
die gebildeten Kollagenfasern und Proteoglykanen blau angefirbt werden. Hierfiir wurde das
Protokoll nach Trump e al. verwirklicht und eine Lésung von 0,1% Toluidinblau in 2,5%

wisstigem Natriumcarbonat verwendet™

. AbschlieSend wurden die gefirbten Schnitte zweimal
fir 10 min in PBS gewaschen und umgehend tber eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 90%

und 100%) und Xylen in je zwei Bidern fiir 10 s entwissert und zur Mikroskopie vorbereitet.

Fir die Inselzelldifferenzierung von MSC in insulinproduzierende Zellen wurden die Kulturen
mit einer Dichte von 2-3 x 10" Zellen pro Kavitit in 6-Loch-Mikrotiterplatten begonnen®"’. Die
Aussaat erfolgte auch in Kavititen mit Gelatine (0,1%) oder FFP Coating. Als serumfreies
Kulturmedium wurde DMEM/F-12 (1,44 g/l Glukose/2,4 g/1 Natriumbicarbonat/0,5 mM
Glutamin) mit 100 IU/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, B27, N2-A und 25 ng/ml bFGF
supplementiert. Fiir serumhaltige Kulturbedingungen wurden zusitzlich FFP in verschiedenen
Konzentrationen (0%, 1%, 2%, 3% oder 5%), 1% TKZ und 1 IU/ml Heparinsulfat zugegeben.
Die Induktion erfolgte sechs Tage nach Kulturstart tiber den Ersatz des Supplements bFGF

durch 10 mM Nicotinamid fiir weitere 6 Tage™*

. Ein Mediumwechsel fand alle drei Tage statt.
Neben den angefiihrten Variationen in den Kulturbedingungen wurden auch unterschiedliche
Glukosekonzentrationen des Mediums getestet und die Dauer der Differenzierung verlingert.
Der Nachweis erfolgte tiber die Amplifikation eines 197 bp Fragments des Insulin-1 Gens via

PCR. Die entsprechenden Oligonukleotide sind unter Abschnitt 3.4 aufgelistet.

4.4.7 Immunfluoreszenzfirbungen

Fir die Detektion der Marker 3-Catenin, Nanog, Nestin, Oct-4 und SSEA-4 auf HOPE-fixierten,
paraffineingebetteten Geweben wurden Schnitte von 4 pum Dicke an einem Mikrotom
angefertigt. Die Entparaffinierung wurde tiber Xylen und einer absteigenden Ethanolreihe zur
Rehydratisierung bewerkstelligt. Dazu wurden die Schnitte konsekutiv fiir jeweils 3 min in je zwel
Bader aus Xylen, 100%, 96% und 70% Ethanol gestellt. Zur vollstindigen Wasserung wurden die
Schnitte fur 5 min in ddH,O gestellt. Daraufhin wurde mit PBS gewaschen und mit 1,5% Serum
des Wirtes des Sekundirantikérpers geblockt. Gegebenenfalls musste zuvor mit 4% Paraform-
aldehyd fixiert, mit PBS gewaschen, dann mit 0,1% Triton X-100 die Zellmembranen

permeabilisiert und nochmals gewaschen werden. Die Inkubation der Primarantikorper erfolgte
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Uber Nacht bei 4°C. Nach zwei Waschschritten von je 10 min mit PBS wurden die
Sekundirantikorper fiir 1,5-2 h zugegeben. In den Kontrollexperimenten wurde nur mit den
Sekundirantikorpern gefirbt. Zur Zellkernfirbung wurden abschlieBend fur 30 s mit DAPI

(4', 6-Diamidino-2-phenylindol) inkubiert und erneut dreimal fiir 10 min mit PBS gewaschen.

4.4.8 Immunhistochemische Firbungen

Fir den immunhistochemischen Nachweis von Kollagen II nach Abschluss der chondrogenen
Differenzierung von MSC wurden die Schnitte nach Entparaffinierung mit 10 mM Zitratpuffer
bei 100°C fiir 10 min zur Antigendemaskierung behandelt. Die endogene Peroxidaseaktivitit der
Gewebe wurde initial mit 3% H,O, fir 10 min unterbunden. Dann wurden die Schnitte in PBS
gewaschen und mit 5% Serum des Wirts des Sekundirantikorpers geblockt. Die Immunreaktivitit
konnte durch die Verwendung des VECTASTAIN Elite ABC Universal Kit dargestellt werden.
Der Inkubation des Primirantikérpers folgte die Reaktion mit dem biotinyliertem
Sekundirantikérper und der streptavidinkonjugierten Meerrettichperoxidase fiir jeweils 30 min
bei RT. Alternierend wurden die Schnitte fiir 5 min mit PBS gewaschen. Fir die Umsetzung der
Substratlésung durch die Peroxidase wurden die Proben in Abhingigkeit des gewtnschten
Farbegrades mit DAB 2-10 min inkubiert und im Anschluss grindlich mit Leitungswasser
gespult. Die Entwisserung iber eine aufsteigende Ethanolreihe (70%, 90% und 100%) und
Xylen beendete diese Firbemethode. Die Kontrollen wurden nur mit Sekundirantikorper
gefirbt. Zur Gegenfirbung diente Himatoxylin. Eine Liste aller eingesetzten AntikOrper ist in

Abschnitt 3.8 zusammengestellt.

Die Bearbeitung von Kryoschnitten unterschiedlicher Gewebe wurde tiber die hoch sensitive
APAAP (Alkalische Phosphatase anti-Alkalische Phosphatase)-Methode realisiert. Dabei fungiert
ein priformierter, 16slicher Enzym-Antikérper-Komplex aus Alkalischer Phosphatase und dem
dagegen gerichteten anti-Alkalische Phosphatase-Antikorper als Nachweisreagenz. Uber eine
Enzym-Substratreaktion wird die Firbung des entsprechenden Antigens erreicht. Der
Primirantikérper sowie der Antikorper des Enzym-Immun-Komplexes miissen aus derselben
Spezies stammen - in diesen Versuchen monoklonale Maus-Antikérper. Beide werden durch
einen polyklonalen Kaninchen-anti-Maus-Sekundirantikérper, einen so genannten Briicken-
antikérper, miteinander verbunden. Als Chromogen wurde Fuchsin verwendet, das ein rotes
Reaktionsprodukt liefert. Eventuell vorhandene endogene AP-Aktivitit im Gewebe kann durch

Zugabe von Levamisol zur Substratlosung unterdriickt werden. Die Reaktionsintensitit kann bei
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dieser Technik durch wiederholte Inkubation mit dem Brickenantikérper und dem
APAAP-Komplex gesteigert werden.

Die Firbeprozedur wurde unter Verwendung des Dako REAL Detection System, APAAP,
Mouse Kit durchgefihrt. Es beinhaltete sowohl den APAAP-Komplex und den Briicken-
antikOrper, als auch das Substrat und Chromogen. Als Primarantikérper wurden die
monoklonalen anti-HLA-AO1- und anti-HLA-BO8-Antikorper eingesetzt. Die Kryoschnitte
wurden zu Beginn 30 min in Kaninchenserum inkubiert und anschlieBend 10 min in
TBST-Puffer (60,55 g Tris, 85,2 ¢ NaCl, 1 1ddH,O; pH 7,5 mit 0,1% Tween 20) gewaschen. Es
folgten die Inkubationen des Primirantikérpers fir 1 h, des Briickenantikérpers fiir 30 min und
des APAAP-Komplexes fir weitere 30 min. Dazwischen wurde jeweils fiir 5 min mit TBST
gewaschen und uberschussige Flissigkeit abgesaugt. AnschlieBend wurde die Firbereaktion mit
dem nach Herstellerangaben vorbereiteten Fuchsin-Substrat-Chromogen/Levamisol-Gemisch
Uber die Dauer von 10 min durchgefithrt und erneut mit TBST gewaschen. Nach der Fixierung
mit 4% Formalin fiir 2 sec und einem weiteren kurzen TBST-Waschschritt konnten die
Gewebeschnitte mit Himatoxylin fir 30 sec gegengefarbt werden. Es folgten je ein Waschschritt
mit TBST und ddH,O fir 5 min bevor die Kryoschnitte in wasserloslichem Eindeckelmedium

eingebettet wurden.

4.4.9 Nachweis der Alkalischen Phosphatase

Beginnend mit der Aussaat von 5 x 10° Zellen pro Kavitit einer 96-Loch-Mikrotiterplatte wurde
nach 24 h die osteogene Differenzierung der MSC, wie in Abschnitt 4.4.6 beschrieben, induziert.
Nach zwei Wochen Differenzierung wurde das Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit
PBS gewaschen. Der Zugabe von 100 pl Lysepuffer (100 mM Natriumbicarbonat/Carbonat-
puffer/0,1% Saponin) folgte eine Inkubation von 15 min bei RT. Das Substrat der Alkalischen
Phosphatase, 5 mM p-Nitrophenylphosphat in 100 mM Natriumbicarbonat/Carbonatpuffer,
wurde im gleichen Volumen in einer separaten 96-Loch-Mikrotiterplatte mit dem Zelllysat
vermischt und fir 10 min bei 37°C inkubiert. Die abschlieBende Messung der optischen Dichte
fand in einem Mikrotiterplattenphotometer bei einer Absorption von 405 nm und der

Referenzwellenlinge von 650 nm statt.

4.4.10 Zytokinassay

MSC wurden unter Normoxie (21% O,) bzw. Hypoxie (1% O,) in Standardmedium kultiviert
und der Uberstand nach 12 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h abgenommen. Die Sekretion von VEGF
wurden mit Hilfe des CytoSet IFNy ELISA Kits unter Herstelleranleitung bestimmt. In Analogie
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wurden weiteren Ansitzen 100U/ml IFNy dem Kulturmedium zugegeben und quantitativ mittels

Sandwich-ELISA bestimmt.

Die Konzentrationen der von MSC unter Normoxie oder Hypoxie sezernierten IGF-1, IGF-II,
IGFBP-2 und -3 im Zellkulturiiberstand wurde nach 8 h, 24 h, 96 h und 14 Tagen mittels

kompetitivem Radioimmunoassay (RIA) ermittelt.

4.4.11 Kompetitiver Radioimmunoassay

Die Methode des kompetitiven Radioimmunoassays wurde eingesetzt, um IGF-I, IGF-II
IGFBP-2 und -3 in Zellkulturtiberstinden zu bestimmen. Dabei kam ein radioaktiv markiertes
Antigen (Tracer) und ein antigenspezifischer polyklonaler Antikérper zum Einsatz. In der Probe
lag das zu untersuchende Antigen unmarkiert vor. Die Probe, der Tracer und ein spezifischer
Antikérper wurden gemeinsam inkubiert. Das Antigen in der Probe kompetitierte mit dem
Tracer um die Bindung an den spezifischen polyklonalen Antikérper. Im zweiten Schritt wurde
die Prizipitation des Antigen-Antikorper-Komplexes durchgefithrt, wobei ein Sekundir-
antikOrper gegen den antigenspezifischen Primirantikbrper zugegeben wurde. Die gefillte
Radioaktivitit im Prizipitat konnte quantifiziert werden und diente als Mal3 fur die eingesetzte
Menge Antigen in der Probe.

Im Detail wurden 100 pl Zellkulturiiberstand mit 10 ul Ansauerungspuffer versetzt. Der Tracer
wurde mit RIA-Puffer auf eine Konzentration von 150 000 cpm/ml eingestellt. Probe, Kontrolle
oder Standard wurden in gleichen Volumina (100 upl) zu Tracer und spezifischem Primar-
antikérper gegeben. Nach Inkubation von 48 h bei 4°C wurde 500 ul RIA-Prizipitationsreagenz,
inklusive Zweitantikérper, zu den Ansitzen gegeben und eine weitere Stunde bei 4°C inkubiert.
Die Prizipitate wurden durch Zentrifugation bei 3400 g fir 15 min gewonnen, mit ddH,O (4°C)
gewaschen und erneut zentrifugiert. Die Radioaktivitit des Prazipitats wurde im Gammazahler
mit einer Zihldauer von 1 min gezihlt. Anhand einer Standardreihe wurden die Proben-

konzentrationen berechnet.
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5.1 Mesenchymale Stromazellen aus Zahnpapillen

5.1.1 Material und Zellisolation

Die Gewinnung von mesenchymalen Stromazellen fand in der Regel aus pidiatrischen
Knochenmarkaspiraten (etwa 0,5 - 2 ml) statt (Ethikkommissionsvotum 241/2005V). Zur Auf-
arbeitung (Abschnitt 4.4.1) wurden mittels Ammoniumchloridlyse die Erythrozyten aus dem
Punktat eliminiert. Die verbleibenden Zellen wurden gewaschen und zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in Medium mit 5% (v/v) FEP (Fresh frozen plasma) und 1% (v/v) TKZ (Thrombozyten-
konzentrat) aufgenommen und kultiviert.

Fir die Isolation mesenchymaler Stromazellen aus Zahnpapillen (Papilla dentalis) wurden gesunde
Weisheitszihne von Individuen im Alter von 7-22 Jahren verwendet. Die extrahierten, retinierten
Weisheitszihne wurden von Patienten des Zentrums fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde
(ZZMK) Tubingen zur Verfugung gestellt. Die Proben wurden anonymisiert behandelt. Unter
sterilen Bedingungen wurden die Papillen fir die Zellgewinnung vorsichtig vom Zahnhals

entfernt (Abb. 5-1).

Abb. 5-1: Ursprungsgewebe von Z-MSC. Extrahierte, vollstindig erhaltene Weisheitszihne (A und B).
Die Zahnhilse werden von apikal aufsitzenden ,,Gewebekissen®, den Papillen, abgeschlossen (Pfeile).
Diese wurden zur Isolation der mesenchymalen Stromazellen unter Berticksichtigung der Sterilitit entfernt
(C), zerkleinert und kultiviert.

5.1.2 Kultur und Morphologie von MSC aus Zahnpapillen

Die Kultivierung von MSC aus Zahnpapillen fand ebenfalls in Medium mit 5% FFP und
1% TKZ, zusitzlich aber auch in Medium mit 10% (v/v) FCS (Fetal calf serum) statt. Die Ansitze
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wurden parallel gestartet. Innerhalb der ersten 24 h wurden jeweils adhirente Zellen sichtbar. In
den darauf folgenden Tagen bildeten sich jeweils Proliferationskolonien (Abb. 5-2), die sich tber
den Zeitraum von bis zu zwei Wochen zu einem einheitlichen Monolayer entwickelten. Aus beiden
Kulturbedingungen gingen Zellpopulationen hervor. Die kultivierten Zellen waren unter mikro-

skopischer Beurteilung morphologisch von KM-MSC nicht zu unterscheiden.

Abb. 5-2: Morphologie von Z-MSC. Einzelkolonien proliferierender Zellen in unterschiedlichen
Kulturmedien: Nach 48 h in Medium mit 10% FCS (A) und nach 72 h in Medium mit 5% FFP und
1% TKZ (B).

5.1.3 Vergleich der Proliferation von unterschiedlich propagierten MSC

Zur Bestimmung der Wachstumskinetik der expandierten und propagierten MSC wurde
vergleichend mit aus Knochenmark generierten MSC (KM-MSC) ein MTS-Proliferationsassay
durchgefiihrt. Dabei wurden die Zusitze FFP und TKZ dem Medium entweder entzogen oder in

unterschiedliche Konzentrationen eingesetzt.
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Abb. 5-3: MTS-Proliferationsassay. Densitometrische Bestimmung des Wachstumsverhaltens von
KM-MSC (A) und Z-MSC (B) in Abhingigkeit der unterschiedlichen Mediumsupplemente FCS, FFP und
TKZ. Die Abbildung zeigt ein reprisentatives Ergebnis aus voneinander unabhingigen Versuchen (n=>5).
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Die Titrationsstufen des Supplements FFP entsprachen der einfachen, doppelten und vierfachen
Normalkonzentration. Beim Supplement TKZ wurde die einfache bzw. die Halfte der Normal-
konzentration getestet. Im Vergleich wurde auch Medium mit 10% FCS untersucht. Die Analyse
der Daten brachte ein vergleichbares Ergebnis beider MSC-Populationen hervor (Abb. 5-3). Die
Wachstumsraten der aus Weisheitszahnen generierten MSC (Z-MSC) proliferierten in
Abhingigkeit der aufsteigenden Konzentrationen von FFP und Thrombozyten identisch zu den
KM-MSC. Der wachstumsfordernde Effekt des Plasmas erreichte dabei sein Maximum bei einer
Konzentration um 10%. Der steigende TKZ-Anteil unterstiitzte ebenfalls das Zellwachstum.
Teilweise konnte sogar der Effekt einer niedrigeren Plasmakonzentration auf das Wachstum mit
einem erhohten TKZ-Anteil kompensiert werden. Die Werte fiir serumbhaltiges Medium (10%
FCS) waren bei beiden MSC-Populationen jeweils kleiner als alle Werte einer FFP-Konzentration
mit und ohne TKZ. Die Expansion der Z-MSC wurde darauthin allein in Medium mit 5% FFP
und 1% TKZ fortgesetzt. Dies entspricht dem Standardmedium fiir KM-MSC.

5.1.4 Immunphinotypisierung

Zur Charakterisierung der Z-MSC hinsichtlich der Expression spezifischer Oberflichenmarker
wurden Analysen am Durchflusszytometer vorgenommen. Dabei lag das allgemein verwendete
Profil von expandierten KM-MSC zu Grunde: positiv fiir die Marker CD73, CD90, CD105 und
HLA-ABC (Klasse I) und negativ fiir CD34, CD45, CD271 und HLA-DR (Klasse II).

(=] o [=] (=)
Ty] D w4 D
(o] (o] =+ (o]
0 W W ] 0
B = = =
3 3 3 >
Q [=] [=] [=]
Q &) Q ]
(] T T T o T r T (=) 7 T T o T r T
109 10! 102 10% 104 109 10! 102 10% 10% 109 10! 102 10° 10% 109 101 102 10% 104
CD73 PE ©D80 PE CD105 FITC HLA-ABC PE
(=] (=] (=) o
L ] 0 Iyl
(2] <t o) o
W o W ] "
£ E E E
3 3 3 >
Q [=] Q [=]
Q &) ] 4]
(] : T T (=) T T T o : T T o T T T
109 101 102 10° 104 109 101 102 103 104 109 101 102 103 104 109 101 102 103 104
CD34 PE CD45 FITC €D271 PE HLA-DR PE

Abb. 5-4: Immunphinotyp von Z-MSC. Das charakteristische Expressionsmuster von MSC konnte
auch auf Z-MSC detektiert werden. Die Marker (graue Fliche) sind einzeln ihrem Isotyp (schwarze Linie)
in den jeweiligen Histogrammen gegeniibergestellt. Die Abbildung zeigt ein reprisentatives Ergebnis aus
voneinander unabhingigen Versuchen (n=>5).
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Mit der FACS-Analyse konnte gezeigt werden, dass die isolierten Z-MSC einen identischen
Phinotyp aufweisen (Abb. 5-4).

5.1.5 Differenzierung von MSC in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten

Es ist vielfach demonstriert worden, dass KM-MSC in der Lage sind, in unterschiedliche
Zelltypen und Gewebe zu differenzieren. Im Allgemeinen gelten die Standarddifferenzierungen
in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten als eindeutiger Beweis fir die Plastizitit und
damit auch der biologischen Aktivitit von MSC. Die aus Zahnpapillen isolierten und
expandierten Z-MSC wurden deshalb ebenfalls diesen drei Differenzierungen unterzogen
(Abschnitt 4.4.6). Nach Abschluss der entsprechenden Differenzierungen konnten bereits bei
den adipogen und osteogen induzierten MSC mikroskopisch morphologische Unterschiede
beobachtet werden. Charakteristischerweise bildeten =~ Osteoblasten — Kalziumpraizipitate,
Adipozyten intrazellulire Fettvakuolen (Abb. 5-5) und Chondrozyten eine Kollagenmatrix aus
(Abb. 5-6). Mit Hilfe chemischer und histologischer Nachweisverfahren wurden diese
Differenzierungsmerkmale gefirbt (Abschnitt 4.4.6). Dabei wurden die gebildeten Kalzium-
prizipitate mit Alizarinrot, die Fettvakuolen mit Olrot und die entstandenen Proteoglykane mit
Toluidinblau bzw. das Kollagen II mit einem anti-Kollagen II-Antikérper detektiert.

Mit den Differenzierungsprotokollen fir Chondrozyten wie auch fir Osteoblasten konnten
vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. Hinsichtlich der Differenzierung in Adipozyten zeigte
sich, dass sich Z-MSC nur schwach und langsamer im Vergleich zu KM-MSC in den induzierten
Zelltyp entwickelten. Auch musste die Dauer der Induktion auf 4 bis 5 Wochen ausgedehnt
werden. Variationen, die auf unterschiedliche Spendereigenschaften zurickgefithrt werden

konnten, traten insgesamt nur untergeordnet in Erscheinung.
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Abb. 5-5: Adipogene und osteogene Differenzierung von KM-MSC und Z-MSC. Die
photographischen Aufnahmen dokumentieren die in Adipozyten (A-D) und Osteoblasten (E-H)
differenzierten KM-MSC und Z-MSC nach den entsprechenden chemischen Firbereaktionen. Es sind
jeweils Ausschnitte einer VergréBerung (20x) abgebildet. Die linke Spalte zeigt die Kontrollen, die rechte
die jeweiligen Differenzierungen. Die adipogene Differenzierung der Z-MSC (D) fiel dabei durch-
schnittlich schwicher als bei den KM-MSC (B) aus (n=12). Die osteogenen Differenzierungen waren
sowohl bei den KM-MSC (F) als auch bei den Z-MSC (H) jeweils deutlich ausgeprigt (n=6). Die
Fettvakuolen der Adipozyten wurden mit Olrot identifiziert, die Kalziumprizipitate der Osteoblasten
hingegen wurden mit Alizarinrot dargestellt. Die Abbildungen zeigen reprisentative Ergebnisse aus
voneinander unabhingigen Versuchen.
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Abb. 5-6: Chondrogene Differenzierung von KM-MSC und Z-MSC. KM-MSC (A-C) und Z-MSC
(D-F) wurden als Mikrozellmassen kultiviert und differenziert. Von den sphiroiden Zellpellets wurden
abschlieBend Paraffinschnitte angefertigt und auf die Existenz von gebildetem Kollagen II bzw.
Proteoglykanen untersucht. Das fir Knorpelgewebe typische Kollagen Typ 1I wurde immunhistologisch
durch indirekte Firbung enzymgekoppelter Zweitantikérper detektiert (B und E) und ihren
entsprechenden Kontrollen (A und D) gegeniibergestellt. Zusitzlich konnte die Anfirbung der gebildeten
Proteoglykane der Knorpelmatrix beider MSC-Populationen durch Toluidinblau (C und F) gezeigt
werden. Es sind von einzelnen Paraffinschnitten jeweils Ausschnitte einer VergroBerung (20x) abgebildet.
Die Abbildungen zeigen reprisentative Ergebnisse aus voneinander unabhingigen Versuchen (n=5).

5.1.6 RT-PCR von differenzierungsrelevanten Expressionsmarkern

Zusitzlich zu den (histo)chemischen Firbenachweisen wurden Unterschiede im Expressions-
muster differenzierter MSC untersucht. Die Differenzierung in Adipozyten und Osteoblasten
lassen sich jeweils an Hand der Regulation der Expression bestimmter Markergene verfolgen.
Adipogen induzierte MSC exprimieren PPAR-y (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma) und
LPL (Lipoproteinlipase), osteoblastisch differenzierte MSC exprimieren vermehrt BSP (Bowe
sialoprotein) und CBFol (Core binding factor alpha 1). Die Transkriptionsanalysen wurden durch
RNA Isolation und RT-PCR realisiert. In der Analyse der adipogen differenzierten KM-MSC und
Z-MSC (Abb. 5-7 A und B) zeigte sich eine deutliche Expressionsinduktion der relevanten
Marker PPAR-y und LPL. Die Indikatoren fiir die osteogene Differenzierung, BSP und CBFal,
konnten nach Differenzierung der KM-MSC (Abb. 5-7 C) mit erhohter Expression amplifiziert
werden. Aus den osteogen differenzierten Z-MSC resultierte ebenfalls ein verindertes

Expressionsmuster. Allerdings war hier die CBFal-Expression nach Differenzierung im
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Vergleich zu undifferenzierten Z-MSC nur leicht gesteigert. Die Amplifikation von BSP konnte

weder aus undifferenzierten noch aus differenzierten Z-MSC gezeigt werden (Abb. 5-7 D).

A B
PPAR-y| LPL |GAPDH PPAR-y| LPL |GAPDH

BSP | CBFa1 [GAPDH

-+ | -+

BSP |CBFa1 |[GAPDH

614 bp —
358 bp —
200 bp —

Abb. 5-7: RT-PCR-Analyse nach adipogener und osteogener Differenzierung. Nach der
Differenzierung der MSC in Adipozyten (A und B) bzw. Osteoblasten (C und D) wurde RNA isoliert und
spezifische Marker untersucht. Die Transkriptionslevels wurden fir KM-MSC (A) und Z-MSC (B)
vergleichend evaluiert. Es wurden jeweils undifferenzierte (-) und differenzierte (+) Zellen analysiert. Als
interne Kontrolle diente GAPDH (358 bp). Beide MSC-Populationen exprimierten nach adipogener
Differenzierung sowohl PPAR-y (400 bp) als auch LPL (270 bp). Im Verlauf der osteogenen
Differenzierung von KM-MSC (C) wurde die Expression von BSP (614 bp) und CBFal (200 bp)
induziert. Fiir osteogen induzierte Z-MSC konnte lediglich eine leicht erthéhte CBFa1-Expression gezeigt
werden. Die relevanten BandengréBen sind entsprechend gekennzeichnet.

5.1.7 Differenzierung von MSC in insulinproduzierende Inselzellen

Von embryonalen Stammezellen ist bekannt, dass diese in insulinproduzierende Inselzellen
differenziert werden koénnen. In verschiedenen Ansidtzen ist deshalb versucht worden, die
etablierten Protokolle auch auf MSC anzuwenden®”. Als kritische Parameter fiir eine
erfolgreiche Induktion in insulinproduzierende Zellen galten dabei der Serum- und der
Glukosespiegel im Medium. So wurden ES-Zellen grof3tenteils in serumfreien Medium mit
hohem Glukoseanteil und unter Zugabe von verschiedenen Supplementen differenziert. Diese

und anderer Parameter wurden in einer Vielzahl von unterschiedlichen Experimenten bei
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steigender Serumkonzentration im Medium getestet. Eine Ubersicht der variablen Komponenten
und Kulturbedingungen ist in Abschnitt 4.4.6 aufgefihrt. Es zeigte sich jedoch, dass keine der
Differenzierungsbedingungen MSC nachweislich in den gewtnschten Zelltyp tberfiihrte. Zur
Uberpriifung der Transdifferenzierung diente der Nachweis von Transkripten des Insulingens
(INS1) via RT-PCR (Abb. 5-8). Die Existenz dieser Transkripte nach Differenzierung konnte

nicht belegt werden.

e R— 358 bp

Abb. 5-8: RT-PCR-Analyse nach Induktion in insulinproduzierenden Inselzellen. Exemplarisch ist
der Ansatz mit variabler FFP-Konzentration (+) (0%, 1%, 2%, 3%, 5%) gezeigt. Die undifferenzierten
Kontrollzellen sind mit (-) gekennzeichnet. Als Referenz fir die Amplifikation von INS1 (197 bp) diente
Pankreas-RNA (P). GAPDH (358 bp) bildete den internen PCR-Standard. Zusammenfassend konnte kein
Differenzierungsansatz als erfolgreich bewertet werden. Hs ist ein repridsentatives Ergebnis aus
voneinander unabhingigen Versuchen abgebildet (n=9).

5.1.8 Immunhistologischer Nachweis embryonaler Marker in Zahnpapillen

Die Gewebeanteile von Zihnen werden mit allen drei embryonalen Keimblittern in Verbindung
gebracht. Deshalb wurde versucht, pluripotente Stammzellen in den Papillen dadurch zu
identifizieren, die fir embryonale Stammzellen typischen Genprodukte wieder zu finden. Zur
Identifikation von pluripotenten Stammzellen dient die Expression von Nanog, Nestin, Oct-4
(Octamer-4) und SSEA-4*' *'. Die Expression von Nanog und Oct-4 geht mit der
Differenzierung von pluripotenten Zellen verloren. Nestin, urspriinglich ein neuronaler Marker,
ist neben embryonalen Stammzellen ebenfalls auf mesodermalen Geweben zu finden™. In den
Experimenten wurden unkonjugierte AntikOrper eingesetzt und indirekt mittels fluorochrom-

markierten Zweitantikérpern detektiert (Abb. 5-9).
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Als Referenzmarker wurde B-Catenin verwendet. Fir alle Antigene konnten unterschiedlich
starke Expressionen ermittelt werden. Dabei war SSEA-4 nur schwach, Nestin jedoch stark

exprimiert auf den Gewebeschnitten zu finden. Hingegen konnte keine Expression von Nanog

oder Oct-4 im Zellkern lokalisiert werden.

DAPIICy3

DAPI/B-Catenin

DAPI/Rho DAPI/Nanog

DAPIICy3 DAPI/Oct-4

DAPIICy3 DAPI/SSEA-4

[Fortsetzung auf nichster Seite]
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DAPI/Cy3 DAPI/Nestin

Abb. 5-9: Indirekte Immunfluoreszenz bei Paraffinschnitten von Zahnpapillen. Es sind die
Expressionen von Nanog, Oct-4, SSEA-4 und Nestin dargestellt (rechte Spalte). Als Positivkontrolle
wurde [-Catenin gefirbt. Die Detektion erfolgte indirekt mit fluorochromkonjugierten Sekundir-
antikérpern (rot). Die Kontrollen (linke Spalte) wurden jeweils nur mit Sekundirantikérper (Cy3 bzw.
Rhodamin) allein gefirbt. DAPI diente der Kernfirbung (blau). Fir Nanog und Oct-4 konnte keine
Expression gezeigt werden. SSEA-4 wurde nur schwach, Nestin dagegen stark exprimiert. Jeweils links
sind die VergroBerungen angegeben. Es sind jeweils reprisentative Aufnahmen aus unabhingig von
einander durchgefiihrten Experimenten abgebildet (n=4).

5.2 Biologische Eigenschaften und klinische Anwendung von MSC bei

steroidinduzierten Knochendefekten

Fir die Anwendung von MSC iz vivo ist die Herstellung der MSC unter GMP-Bedingungen
unerlisslich. Hier muss nach den Richtlinien der EU und des Paul-Ehrlich-Instituts der Einsatz
von Kulturkomponenten tierischen Ursprungs vermieden werden. Bereits fiir den labor-
experimentellen Bereich wurde humanes Plasma (FFP) und Thrombozytenlysat (TKZ) statt
fetales Kilberserum (FCS) zur Herstellung von MSC als zellulidre Transplantate verwendet. Die
Kulturbedingungen wurden unter Beachtung der GMP-Regularien fiir die klinische Anwendung

ubernommen.

Abb. 5-10: MSC-Kultur unter GMP-Bedingungen. Die Kultur der MSC fand zur Privention von
Kontaminationen in einem Reinraumlabor statt (A). Es wurden so genannte Cell Stacks, die in mehreren
Etagen (hier: fiinf) eine gréfere Oberfliche pro Kulturgefil3 bieten, verwendet (B).
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Fur diesen Zweck liegt eine Herstellungserlaubnis (241/2005V) fur MSC durch das
Paul-Ehrlich-Institut vor. Die Isolation von MSC zur Anwendung in Patienten wurde aus
Knochenmarkaspiraten durchgefihrt. Die Kultur der Zellen fand unter strengen Sterilitits-
auflagen in so genannter Reinraumumgebung statt (Abb. 5-10 A). Uber den gesamten Kultur-
verlauf wurden Sterilproben zum Ausschluss von aeroben, anaeroben und fungalen
Kontaminationen entnommen. Zusitzlich wurden Mycoplasmentests durchgefiithrt. Um die Zahl
der Passagen und damit das Kontaminationsrisiko auf ein Minimum zu senken, wurden spezielle

Kulturgefille, so genannte Cel/ Stacks, eingesetzt, die durch mehrere Etagen iiber eine besonders

grof3e Oberfliche verfigen (Abb. 5-10 B).

5.2.1 Osteogenes Potenzial von KM-MSC bei Patienten mit AVIN

Knochenmarkabgeleitete mesenchymale Stromazellen kénnen 7z vitro effizient in Osteoblasten
differenzieren. Auf Grund dessen kénnten sie sich nicht nur zur Behandlung von angeborenen
Knochenstoffwechselstérungen, sondern auch von erworbenen Osteonekrosen eignen.

Vor der klinischen Anwendung bei Patienten mit akuter lymphatischer Leukdmie (ALL) sollte das
Potenzial der autologen MSC, entlang der osteogenen Linie zu differenzieren, untersucht werden.
Von nekrotischen Arealen ist bekannt, dass sie in Folge der gestorten Blutzufuhr hinsichtlich des

Nihr- und Sauerstofftransports unterversorgt sind.

Differenzierung
+ I[FNy

Abb. 5-11: Osteogene Differenzierung von MSC unter Einfluss von Hypoxie und IFNy. MSC von
ALL-Patienten mit AVN wurden unter atmosphirischen Kulturbedingungen (21%) und Hypoxie (3%)
osteogen differenziert. Das Differenzierungspotenzial blieb unter hypoxischen Bedingungen unverindert.
Die Zugabe von IFNy zeigte ebenfalls keinen Effekt auf die Differenzierung in vitro. Hs sind die
photographischen Aufnahmen der gebildeten Kalziumprizipitate der MSC nach Firbung mit Alizarinrot
dargestellt. Die Abbildungen stellen ein reprisentatives Ergebnis von unabhingigen Versuchen dar (n=3).
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Deshalb wurden die Differenzierungen der Patienten-MSC in Osteoblasten bei Kultur-
bedingungen mit unterschiedlichem Sauerstoffanteil durchgefilhrt: Zum einen bei atmo-
sphirischer (21%) und zum anderen bei reduzierter Sauerstoffsittigung (3%, Hypoxie). Da es
sich bei den nekrotischen Grenzflichen von AVN um inflammatorische Bereiche handelt, wurde
gleichzeitig der Einfluss von IFNy als ein hdufiges inflammatorisches Zytokin auf das osteogene
Potenzial von MSC ermittelt. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die osteogene
Differenzierungsfahigkeit der MSC 77 vitro weder bei einer O,-Sittigung von 3%, noch unter dem

Einfluss von IFNy beeintrichtigt ist (Abb. 5-11).

5.2.2 Nachweis Alkalischer Phosphatase bei osteogener Differenzierung

Als ein weiterer Beleg fiir das osteogene Potenzial von MSC gilt die gesteigerte Bildung von
Alkalischer Phosphatase. Durch die Hydrolyse des Substrats der Alkalischen Phosphatase, der
synthetische p-Nitrophenylphosphatester, wird p-Nitrophenolat als Anion freigesetzt. Im
alkalischen pH-Bereich resultiert daraus ein gelber Farbumschlag, der durch Bestimmung der
optischen Dichte bei 405 nm gemessen werden kann. Im Versuch wurde sowohl die Existenz der
Alkalischen Phosphatase im Kulturtiberstand als auch intrazellulir nach Lyse analysiert. Im
Vergleich zu den undifferenzierten Kontrollzellen konnte ein deutlicher Anstieg der Alkalischen
Phosphatase bei den osteogen differenzierten MSC von AVN-Patienten intrazellulir festgestellt

werden. Eine Zunahme des Enzyms im Uberstand wurde nicht zu messen (Abb. 5-12).
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Abb. 5-12: Nachweis Alkalischer Phosphatase. Die Enzym-Substrat-Reaktion wurde bei osteogen
differenzierten (rote Balken) und undifferenzierten KM-MSC von AVN-Patienten in Kontrollmedium
(weie Balken) analysiert. Dabei wurden in Uberstand freigesetztes und intrazellulires Enzym gegeniiber-
gestellt. Das Substrat der Alkalischen Phosphatase, p-Nitrophenylphosphat, konnte lediglich nach
erfolgter Lyse in osteogen differenzierten MSC beobachtet werden, jedoch nicht im Uberstand. Die
photometrische Bestimmung erfolgte tiber Triplikate (Mittelwert * Standardabweichung). Die Abbildung
zeigt ein reprisentatives Ergebnis aus voneinander unabhingigen Versuchen (n=3).
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5.2.3 Induktion der VEGF-Sekretion bei MSC durch Hypoxie und IFNy

In Verbindung mit der klinischen Anwendung von MSC bei Patienten mit AVN stellte sich die
Frage, ob MSC Faktoren sezernieren, die die Vaskularisierung der nekrotischen Areale verbessern

konnten.
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Abb. 5-13: VEGF-Sekretion von MSC in Abhingigkeit von Hypoxie und IFNy. MSC produzierten
nur geringe Mengen VEGF in vitro. Durch Reduzierung der O»-Sittigung in Kombination mit der
Zugabe von 100 U/ml IFNy konnte ein statker Anstieg det VEGF-Sckretion synergistisch induziert
werden. Es ist ein reprisentatives Ergebnis aus voneinander unabhingigen Versuchen dargestellt (n=3).

Daher wurde die Konzentration von VEGF im Uberstand von MSC-Kulturen unter atmo-
sphirischen (21% O,) und hypoxischen Bedingungen (1% O,) mittels ELISA (Engyme-linked
immunosorbent assay) in Zusammenarbeit mit C. Holzwarth gemessen (Abb. 5-13).

Es konnte festgestellt werden, dass MSC geringe Mengen VEGF von 1-2 ng/ml unter
atmosphirischen Bedingungen tber den Verlauf von 72 h produzieren. Vergleichbare Mengen
konnten auch unter hypoxischen Kulturbedingungen gefunden werden. Es kam hier zu keiner
signifikanten Erhohung in der Produktion von VEGEF. Durch die Zugabe von 100 U/ml IFNy
stieg der VEGF-Spiegel unter identischen Bedingungen im Kulturverlauf bis 72 h, jedoch nur
unter Hypoxie, stark auf das 5-6fache an. Weder Hypoxie noch IFNy allein konnten ahnliche
Effekte erzielen. Die MSC waren nachweislich in der Lage, das vaskularisierende Zytokin VEGF
in hypoxischer Umgebung, die vergleichbar mit der inflammatorischen Randzone der AVN ist,

zZu sezernieren.
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5.2.4 Sekretion von IGF und IGFBP unter Hypoxiebedingungen

In hypoxischer Umgebung (1% O,) kultivierte MSC wurden auch hinsichtlich der produzierten
Mengen von Insulin-like growth factors (IGF) und ihren Bindungsproteinen (IGFBP) untersucht.
Diese Proteine sind daftir bekannt, mal3geblich an der Regulation des Knochenmetabolismus
beteiligt zu sein, indem IGF und IGFBP gemeinsam beispielsweise die Proliferation der
Osteoblasten stimulieren und die Knochenbildung unterstiitzen.

Die Analyse wurde in Kooperation mit Dr. B. Schitt (Kolling Institut fir Medizinische
Forschung, Sydney, Australien) via RIA durchgefiihrt. Sie zeigte, dass MSC in Hypoxiekultur
signifikante Mengen sowohl an IGF-I als auch IGF-II sezernieren (Abb. 5-14). Beide Faktoren
wiesen eine sichtbare Kinetik auf. Die Menge an IGF-I fiel tiber die Zeit ab, wihrend IGF-II sich
im Zellkulturiberstand ansammelte. Die Unterschiede waren zwischen den Kulturen mit 1%
bzw. 21% O,-Gehalt jedoch nur gering. Es fand gleichzeitig eine Expression der IGFBP-2 und
IGFBP-3 durch MSC i vitro statt. Uber die Zeit betrachtet, steigerten beide Bindeproteine ihre
Anteile an der Gesamtproteinmenge in den unterschiedlichen Kulturmedien. Es wurde somit
deutlich, dass die Faktoren der IGF/IGFBP-Gruppe in den Kulturiiberstinden von MSC unter

atmosphirischen und hypoxischen Bedingungen vorhanden waren.
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Abb. 5-14: Radioimmunoassay von IGF und IGFBP in MSC-Kulturen. MSC sezernierten IGF-1, -1,
IGFBP2 und IGFBP3 in den Uberstand. Die Proteinmengen der MSC unter atmosphirischen
(gestrichelte Linie) und hypoxischen (feine Linie) Bedingungen zeigten im Zeitverlauf eine sichtbare
Kinetik. Die Expression von IGF-I nahm dabei ab, die von IGF-1I stieg. Hypoxie hatte hier nur partielle
Effekte. IGFBP-2 und -3 wurden ebenfalls bei 1% und 21% O,-Gehalt exprimiert. Beide Mediatoren
steigerten ihre Mediumkonzentrationen im Kulturverlauf. Insbesondere IGFBP-3 zeigte einen deutlichen
Unterschied. Das Ergebnis ist reprisentativ aus voneinander unabhingigen Versuchen dargestellt (n=3).
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5.2.5 Chromosomale Stabilitit von MSC in Standardkultur

Um putative Chromosomenanomalien von MSC wihrend des Kulturverlaufs aufzudecken,
wurden MSC in Zusammenarbeit mit C. Holzwarth unter Standardkulturbedingungen bei
21% O,-Gehalt mit 5% FFP und 1% TKZ in mehrere Passagen tiiber Wochen expandiert.

Die Analyse wurde in Kooperation mit Dr. S. Pfister (Abteilung fir Molekulare Genetik,
Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg) durchgefiihrt. Unter Anwendung eines hoch
auflosenden, matrixbasierenden CGH-Arrays  (Comparative ~ genomic — hybridization)  konnte
demonstriert werden, dass es zu keinen chromosomalen Abnormalititen abseits Ublicher
Polymorphismen bei den MSC eines Patienten im Vergleich von Kurz- und Langzeitkultur kam
(Abb. 5-15). Die DNA wurde hierfur mit rund 8000 degenerierten, immobilisierten
Oligonukleotiden, die das gesamte menschliche Genom abdecken, hybridisiert. Als Referenz
wurde DNA aus PBMC (Peripheral blood mononuclear cells) gesunder Spender untersucht. Auch nach
12 Wochen waren keine Aberrationen im Genom festzustellen. Die Kulturdauer fir den

klinischen Einsatz der MSC betrigt indes maximal vier Wochen.
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Abb. 5-15: CGH-Array zur Analyse chromosomaler Stabilitit von MSC. Expandierte MSC zeigten
keine strukturellen Genomabnormalititen. Es wurden die Kulturen nach drei (oben) und sechs Wochen
(unten) verglichen. Als Referenz diente frisch isolierte DNA von PBMC gesunder Spender. Das gezeigte
individuelle Muster eines Patienten blieb wihrend des Kulturverlaufs konstant. Die Abbildung stellt ein
reprisentatives Ergebnis aus voneinander unabhingigen Versuchen dar (n=3).
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5.2.6 Patientenkollektiv mit avaskulirer Osteonekrose

Vor dem Hintergrund der viel versprechenden Eigenschaften von MSC beziiglich ihres
Differenzierungspotenzials und der Proteinsezernierung wurde der klinische Finsatz autologer
MSC an finf Patienten mit Osteonekrose nach Steroidtherapie erprobt (Tab. 5-1). Diese Reihe
von Einzelheilversuche diente vorrangig zur Uberpriifung von Vertriglichkeit und Sicherheit der
eingesetzten, expandierten MSC. Die Applikation fand wihrend der konventionellen Core
Decompression statt. Das Volumen der Zellsuspension war dabei in allen genannten Fillen gréfer

als die nekrotische Hohle.

Tab. 5-1: Ubersicht der AVN-Patienten mit MSC-Applikation. ALL = Akute lymphatische
Leukimie, DEX = Dexamethason, Caput femoris = Hiuftkopf, Condylus lateralis femoris = Gelenkkopf,
mPRED = Methylprednisolon, PRED = Prednisolon, T-NHL = T-lymphoblastisches Non-Hodgkin-
Lymphom

Steroid- AVN Lokalisation MSC
Patient | Alter Diagnose therapie Di Operation | total
iagnose
vor AVN Bt Symptome (1x106)
PRED Condylus lat., rechts
1. 6\ 21 | T-NHL 04.12.2003 23.11.2006 112
DEX unkontrollierter Schmerz
; Smie mi Condylus lat., rechts >> links
Sichelzellandmie mit | ooy Y
2. 9 27 | B-Thalassimie 20.01.2005 persistierende Schmerz- 10.02.2006 98.5
Higenschaften PRED
= attacken im Knochen
3. 9 21 ALL PRED 10.11.2005 | Caput femoris, links 27.03.2007 155
Juvenile mPRED
4. 9 17 25.07.2005 | Condylus lat., links 14.09.2006 31
Dermatomyositis PRED
Condylus lat., rechts
5. 6\ 9 Uveitis PRED 24.10.2006 19.12.2006 240
Schmerz

5.2.7 Applikation der MSC und radiologische Verlaufskontrolle bei Patienten mit AVN

Fir die klinische Anwendung von MSC sind zunichst verschiedene biologische Eigenschaften
in vitro untersucht worden. Zu den getesteten Eigenschaften von MSC zihlten die Proliferation
und Differenzierung unter hypoxischen Bedingungen, die osteoblastische Differenzierung in
An- und Abwesenheit von IFNy (Abschnitt 5.2.1 und 5.2.2) und die Sekretion von IGF, IGFBP
und VEGF (Abschnitt 5.2.3 und 5.2.4) unter Einfluss von Hypoxie und IFNy.

Zur ldentifikation der nekrotischen Lision wurden Magnetresonanztomograph (MRT) und

konventionelles Rontgen eingesetzt (Abb. 5-16). Unter radiologischer Kontrolle wurde die
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Zellsuspension der MSC (3-5 ml) tber eine Knopfkaniile in die nekrotische Lasion lokal injiziert
und das Bohrtloch abschlieSend mit Fibrinkleber verschlossen.

Der Eingriff zeigte bei keinem der behandelten Patienten negative Effekte wie intraoperative
Komplikationen oder Infektionen. Das Transplantat kann somit als gut vertraglich und sicher
betrachtet werden. Unter klinischen Gesichtspunkten kam es zu keiner Verschlechterung im
mittleren, klinischen Follow-up von 29 Monaten (24-38 Monate). Bei allen Patienten konnte der
Schmerz reduziert werden, auch verbesserte sich die Beweglichkeit zunehmend. Dartiber hinaus
konnte bislang in einem Fall der Wiederaufbau des defekten Knochenareals durch Kalzifizierung
computertomographisch diagnostiziert werden (Abb. 5-16 D). In der Abbildung sind einzelne
Aufnahmen des Kniegelenks des Patienten 1 (Tab. 5-1) vor, wihrend und nach der Operation
zusammengefasst (Abb. 5-16 A-C).

Abb. 5-16: Diagnostische Darstellung des Behandlungsverlaufs eines AVN-Patienten. Die
Abbildung zeigt Magnetresonanzaufnahmen der nekrotischen Lision vor (A) und nach (C) der Operation.
Die Injektion der MSC tber eine Knopfkaniile wihrend der Core Decompression wurde radiologisch
kontrolliert (B). Die Aufnahme 72 d nach der Behandlung (C) zeigte eine postoperative Reaktion im
Randbereich der Osteonekrose. Die Computertomographie 24 Monate nach der Operation (D) zeigte die
Kalzifizierung der nekrotischen Lision.
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5.2.8 Dreidimensionale Zellkulturen von MSC auf Polymergeriisten

Fir weitere mégliche Anwendungen von MSC 7z vivo stellt sich das Problem, die Zellen gezielt
lokal zu applizieren und deren Verbleib dort zu gewihrleisten. Eine besondere Herausforderung
stellt beispielsweise der Ersatz von geschidigten oder zerstorten Kieferknochen auf dem Gebiet
der Zahnchirurgie dar. Um die Rekonstruktion des Kieferknochens mit Hilfe von MSC zu
erreichen, muss das Implantat in diesem Sezzing von Anfang an belastungsstabil sein, damit der
umgebende Knochen nicht atrophiert. Als ein viel versprechender Losungsansatz steht die
Verwendung von dreidimensionalen Gertisten, so genannten Seaffolds, die durch natirliche oder
synthetische Polymerstrukturen eine Grundlage fiir proliferierende oder differenzierende Zellen
bieten. In dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche Seaffolds von 3 x 5 mm Kantenlinge
verwendet (Abb. 5-17): Einerseits die natiirlichen Polymere aus mineralisiertem Kalziumphosphat
oder einem Geflecht verschiedener Kollagenfibrillen, andererseits die synthetisch hergestellte
Struktur OPLA (Open-cell polylactic acid). Alle drei Scaffolds besitzen die strukturelle Eigenschaft,
dass MSC sowohl auf der Oberfliche als auch im Inneren der Polymergeriiste adharent kultiviert
werden konnten. In ersten Experimenten wurden MSC von gesunden Spendern zur Besiedlung

der Scaffolds in Zellsuspensionen aufgetropft und versucht in Standardmedium zu kultivieren.

i .l LA > - 7 T

Abb. 5-17: REM-Aufnahmen von Scaffolds vor und nach MSC-Besiedlung. Es sind die
verschiedenen 3D-Polymere und ihre Oberflichen dargestellt: Kalziumphosphat (A), Kollagen (B und D)
und OPLA (C). MSC wuchsen erfolgreich auf OPLA- und Kollagen-Scatfolds (D). Die Messbalken
entsprechen einer Linge von 600 um (A-C) bzw. 15 um (D). Die Aufnahmen wurden in Zusammenarbeit
mit dem ZZMK, Abt. Medizinische Werkstoffkunde & Technologie, Leitung Prof. Dr. J. Geis-Gerstorfer,
erstellt.
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Die Abbildung gibt einen Uberblick tiber die verwendeten Polymergeriiste und zeigt sowohl
deren Oberflichenstrukturen als auch die Besiedlung durch adhirente MSC im Detail. Als
Resultat konnte mit Hilfe des Rasterelektronenmikroskops (REM) beobachtet werden, dass die
MSC die verschiedenen Seaffolds mit deutlichen Unterschieden besiedelten. So waren auf
Kalziumphosphat-Seaffolds keine MSC zu finden. Die Gertiste aus Kollagen und OPLA wurden
hingegen gut von MSC besiedelt. Daraus ldsst sich eine mdgliche Anwendung von
dreidimensional kultivierten und expandierten MSC auf Kollagen- oder OPLA-Seaffolds ableiten.
Fir die Anwendung als Ersatz von Kieferknochenteilen kommen allerdings auf Grund der

geforderten Belastungsstabilitit der Seaffolds nur die Polymergeriiste aus OPLA in Frage.

5.3 Migration und Homing von mesenchymalen Stromazellen

5.3.1 Untersuchung der Migration von MSC nach Transfusion

Im Folgenden wird der Fall ecines Patienten mit DNA-Ligase IV-Defekt in seinem
Krankheitsverlauf und der daraus resultierenden Behandlung beschrieben: Bei einem zwei Jahre
alten minnlichen Patienten ist der DNA-Ligase IV-Defekt molekulargenetisch nachgewiesen
worden. Das Kind zeigte Gedeihstérung, schwere Diarrhé und eine Mikrozephalie. Als Therapie
wurde dem Patient im Alter von 2 Jahren und 8 Monaten allogenes Knochenmark von einem
HILA-identen Fremdspender transplantiert. Daraufthin entwickelte der Patient zunichst eine akute
Darm-GvHD Grad IV mit starken gastrointestinalen Blutungen, eine ausgeprigte VOD
(Veno-occlusive disease) der Leber und auf Grund massiver Immunsuppression anschlieend eine
pulmonale Aspergillose. Zur Behandlung der Darm-GvHD wurden zweimal expandierte MSC
des Vaters transfundiert. Inzwischen breitete sich die Aspergillose auch cerebral aus, was
schlieBlich zum Tode fiihrte. Der Patient verstarb zwei Wochen nach der zweiten MSC-Gabe.
Bei der durchgefihrten Obduktion konnten Gewebeproben der durch die GvHD betroffenen
und anderer Organe entnommen werden.

In Folge dessen wurden daraus zum einen histologische Gewebeschnitte angefertigt und zum
anderen DNA fiir Chimirismusanalysen isoliert. Zusitzlich konnte auf DNA aus dem
Peripherblut der Spender und des Empfingers vor HSCT zurickgegriffen werden. Die
Chimirismusanalyse (Abschnitt 4.2.4) basiert auf der Methode der PCR-Amplifikation von Short
tandem repeats (STR-PCR) und dient zur Bestimmung des Anteils der Spenderzellen im Empfinger
(Abb. 5-18). Die PCR-Produkte ergeben nach elektrophoretischer Auftrennung im Kapillargel
entsprechend ihrer GroBe ein individuelles Muster. Hierfiir stand der Diagnostik eine Reihe von
etablierten Primerpaaren (Tab. 3-3) zur Verfiigung. Nach erfolgter Transplantation wurden

Empfinger und Spender gegentibergestellt, um den eventuell vorliegenden Chimirismus und den
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Anteil sowie die Verteilung der transfundierten MSC in den einzelnen Organen bestimmen zu
konnen. Dabei wurden die PCR-Fragmente unterschiedlicher Gréfle den beteiligten Personen
zugeordnet und das entstehende Muster der Peaks vor und nach Transplantation verglichen. Ein
zusitzlicher Peak im Histogramm des Empfingers nach Transplantation wurde als Chimirismus
bewertet (Abb. 5-18). In diesem besonderen Fall diente die Methode ferner auch der
Unterscheidung zwischen dem Engraftment von transplantierten HSC und MSC. Nach den
Analysen musste konstatiert werden, dass zwar ein Chimarismus detektiert werden konnte, aber
keines der untersuchten Primerpaare ein eindeutiges Ergebnis hinsichtlich der Spenderzuordnung
erzielte. Es blieb daher bis zu diesem Zeitpunkt offen, welche Spenderzellen fir die Detektion

allogener Anteile an der Empfinger-DNA verantwortlich waren.
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Abb. 5-18: Chimirismusanalyse nach konsekutiven Transplantationen von HSC und MSC. Die
Abbildung zeigt die graphische Auswertung des PCR-Chimirismus des SCID-Patienten. Es sind die
Histogramme des Empfingers vor (oben, aus PBMC) und nach (unten, aus Lymphknoten) der
Transplantation sowie die der jeweiligen Spender (aus PBMC) dargestellt. Da keine Primer zur Verfugung
standen, die KM- und MSC-Spender ohne gemeinsames Amplikon unterscheiden konnten, kénnte aus der
geringeren Hohe des gekennzeichneten Peaks (roter Pfeil) im Vergleich zu den flankierenden Peaks
indirekt geschlossen werden, dass in dem Lymphknoten MSC des Vaters vorhanden gewesen sein
kénnten. Andere Methoden sind notwendig, um diesen Hinweis zu Gberprifen.

Einen Ausweg aus der Problematik der ungentigenden Separation der beteiligten Spender in der
Chimirismusanalyse sollte die immunhistologische Aufarbeitung von Gewebeschnitten der
entnommenen Organproben liefern. Hierfiir wurden die vorliegenden HLLA-Typisierungen der
Spender und des Empfingers verglichen, um Disparititen der einzelnen HILA-Loci zu

finden (Tab. 5-2). Darauf basierend sollte mittels spezifischer HLA-AntikGrper eine eindeutige
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Zuordnung der engrafteten Zellen erreicht werden. Fur die ausschlieBliche Detektion der
paternalen Spender-MSC wurden die spezifischen unkonjugierten Antikérper anti-HLLA-AO1 und
anti-HLA-BO8 getestet.

Tab. 5-2: Ubersicht der HLA-Typisierung der Empfinger und Spender.
Die Analyse bildete die Grundlage fiir die Wahl der HLA-A01 und HLA-BOS
spezifischen Antikérper zur Verwendung bei immunhistologischen Firbungen.

HLA-A* HLA-B*
Empfinger *0201/*3001 *0704/*1302
KM-Fremdspender *0201/*3001 *0702/*1302
MSC-Spender (Vater) *01/*3001 *08/*1302

Die Gewebeproben wurden in Kooperation mit Dr. S. Schott von der Allgemeinen Pathologie
des UKT (Leitung Prof. Dr. F. Fend) bearbeitet. Fiir die immunhistologischen Firbungen der
Gewebeschnitte von Leber, Lunge, Lymphknoten, Gehirn, Dick- und Dinndarm wurde
einheitlich der HLLA-AO1-spezifische Antikorper verwendet. Die vorangegangenen Tests zeigten
hier deutlich weniger Hintergrundfirbung gegeniiber dem anti-HLA-B08-Antikérper. Mit Hilfe
der existierenden HLLA-Disparitit zwischen Empfinger und den beiden Spendern konnte somit
ein zuverlassiges Firbeprotokoll etabliert werden, das der APAAP-Methode zu Grunde liegt
(Abschnitt 4.4.8).
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Abb. 5-19: Detektion von Spender-MSC nach Transplantation in Empfingergeweben. Die
Abbildung zeigt die immunhistologische Chimiérismusanalyse von Gewebeschnitten unterschiedlicher
Organe eines Empfingers. Die MSC des Spenders (rot) wurden iiber die Bindung eines HLA-spezifischen
Antikérpers (anti-HLA-AO01) dargestellt. Das Lebergewebe zeigte mehrere viterliche Zellen. In Diinn-
und Dickdarm waren Spender-MSC nur vereinzelt zu finden.

Ein Chimirismus konnte in einigen der untersuchten Organe diagnostiziert werden. In Lunge
und Lymphknoten lieSen sich keine Spender-MSC finden, in Dick- und Dunndarm konnten

hingegen vereinzelt MSC des Vaters entdeckt werden. Die Leber zeigte im Vergleich dazu eine
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hohe Frequenz von paternalen Zellen (Abb. 5-19). Insgesamt konnte fiir diesen besonderen
klinischen Fall festgestellt werden, dass MSC hier ausschlieflich in den inflammatorischen
Geweben (Darm und Leber) wieder zu finden waren, in anderen (Lunge und Lymphknoten)

jedoch nicht detektiert wurden.

5.3.2 Konstruktion eines retroviralen Transfektionsplasmid fiir FUT6

Der Osteotropismus von infundierten MSC ist gering. Die Rekrutierung der MSC zum Knochen
findet durch die Bindung an E-Selektine statt, die sialofucosylierte Liganden erkennen. Auf MSC
kann keine Expression von E-Selektin-Liganden nachgewiesen werden. Allerdings wird eine
native Glykoform von CD44 auf MSC exprimiert, die mittels einer a-1,3-Fucosyltransferase in

einen B-Selektin-Ligand konvertiert werden kann*’

. Um eine Behandlung von Knochendefekten
wie Osteonekrosen durch Applikation von MSC auch systemisch realisieren zu kénnen, muss der
Osteotropismus gesteigert werden. Durch die retrovirale Transfektion eines Expressionsplasmids
mit der kodierenden Sequenz der «-1,3-Fucosyltransferase VI (FUT6) in Feederzellen soll die
Migration von MSC in Knochen effektiv erh6ht werden. Die transfizierten Zellen sollen danach
FUTG6 konstitutiv exprimieren und in den Kulturiiberstand freisetzen. In Co-Kultur soll dann
durch Fucosylierung von CD44 die Sialyl-Lewis X (sLewis™, CD15s), ein E-Selektin-Ligand, auf
MSC synthetisiert werden.

Zur Herstellung des retroviralen Expressionsplasmids wurde als Ausgangsvektor MigR1
verwendet. Dieser ist eine Ableitung des Vektors pMSCVneo und beinhaltet neben einer Reihe
notwendiger retroviraler Elemente zur Genomintegration auch eine Ampicilinresistenzkassette,
die kodierende Sequenz fir eGFP (Enbanced green fluorescent protein), den bi-cistronischen Promoter
oti ColE1 (Origin of replication of colicin ET) und eine Multiple cloning site. In der Ubersicht ist die
endgtltigcen Vektorkarte inklusive der FUTO-Insertion und aller vorhandenen Elemente
graphisch dargestellt (Abb. 5-20).

Die zu klonierende Sequenz der Fucosyltransferase VI (NCBI-Datenbank Nucleotide, Sequenz
NM_000150) wurde mittels Pf#-Polymerase und spezifischen Primern mit angehingten
Restriktionsschnittstellen (Abschnitt 3.4) aus cDNA von MSC amplifiziert (Abb. 5-21 A). Das
Fragment der GroéBle 1215 bp und der MigRI-Vektor wurden mit den Restriktionsenzymen EcwRI
und Xhol verdaut und konnten anschlieBend gerichtet kloniert werden. Die Selektion der
Positivklone erfolgte unter Verwendung vektorspezifischer Primer durch PCR (Tab. 3-1). Dabei
ergab sich ein Fragment der GréBe 1463 bp bei Plasmiden mit Insert und ein Fragment der

GrolB3e 248 bp bei Plasmiden ohne Insert.
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Abb. 5-20: Vollstindige Vektorkarte von MigR1 mit dem klonierten FUT6-Insert. Im retroviralen
Transfektionsplasmid ist einerseits das Insert mit den zugehérigen Insertionsschnittstellen EcoRI und
Xhol, andererseits alle zur Integration und Replikation notwendigen Elemente dargestellt. FUT6, Fucosyl-
transferase VI; IRES, Internal ribosomal entry site; eGFP, Enhanced green fluorescent protein; LTR,
Long terminal repeats; ori, Origin of replication; Amp, Ampicillinresistenzkassette.
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Abb. 5-21: Gelelektrophoretische Analyse von DNA-Fragmenten. (A) Nach der Amplifikation aus
cDNA wurde das PCR-Produkt von FUT6 mit einer Gréle von 1215 bp in einem 1,5% Agarosegel
dargestellt. Zum Vergleich ist zusitzlich ein Lingenstandard (M) aufgetragen wroden. (B) Das isolierte
Plasmid mit FUTO6-Insert wurde zur Analyse mit Kpnl verdaut und zusammen mit unverdautem
Plasmid (unv.) in einem 1,5% Agarosegel aufgetragen. Das Bandenmuster entsprach den erwarteten

GroBen von 3422 bp, 2092 bp, 1334 bp und 584 bp.
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5 Ergebnisse

Die Verifizierung der aufgereinigten, positiven Plasmide fand durch den enzymatischen Verdau
mit Kpzl und der Analyse der daraus resultierenden Bandenmuster nach gelelektrophoretischer
Auftrennung statt (Abb. 5-21 B). Kp#l besal} zwei Restriktionsschnittstellen im Insert und drei im
Vektor, wodurch folgende FragmentgroBen erwartet werden konnten: 135 bp, 584 bp, 1334 bp,
2092 bp und 3422 bp.

Zur hinreichenden Kontrolle wurde das erfolgreich getestete Plasmid abschlieBend zur
Sequenzierung in Auftrag gegeben (Firma Eurofins MWG Operon, Martinsried). Die
resultierende Sequenz wurde basierend auf der theoretischen Grundlage der Sequenzen von
Vektor und Fragment verifiziert. Das korrekte Plasmid stand darauthin fiir Transfektions-

experimente zur Verfigung.
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Die Isolation und die Expansion von humanen multipotenten mesenchymalen Stromazellen
ex vivo gelingt heutzutage einfach und schnell aus Knochenmarkaspiraten. Die im Vergleich zu
HSC geringere Frequenz im Knochenmark tberwinden MSC innerhalb von wenigen Tagen
durch starke Proliferation iz witro'>. Trotz der allgemein akzeptierten Kenntnis iiber die
Heterogenitit der Population der MSC sind Parameter fir eine Definition dieser Zellpopulation
gefunden worden. Fir eine Charakterisierung von MSC sind Minimalkriterien vorgeschlagen
worden, die sich neben der Plastikadhirenz aus dem Immunphinotyp CD73"CD90"CD105"
CD34CD45HLA-DR™ und der Differenzierungsfihigkeit in Adipozyten, Chondrozyten und
Osteoblasten zusammensetzen’. Auf Grund ihres Differenzierungspotenzials werden MSC
erfolgreich in der regenerativen Medizin, vorrangig bei Knorpel- und Knochendefekten
therapeutisch, ~eingesetzt”” *?. Dariiber hinaus qualifizieren sich MSC durch ihre
immunmodulatorischen Eigenschaften fir die klinische Anwendung. Sie kénnen die Proliferation
von T-Zellen, B-Zellen und NK-Zellen unterdriicken und sowohl die Antigenprisentation als

184

auch die Reifung von dendritischen Zellen inhibieren ™. Die immunsuppressiven Effekte kénnen

MSC zum einen direkt durch Zell-Zell-Kontakt, zum anderen indirekt iiber die Sekretion von

parakrin wirkenden Faktoren vermitteln'”

. Zusitzlich gelten MSC weitestgehend als nicht
immunogen®. Es ist auch bekannt, dass MSC als Co-Transplantat mit Knochenmark-
transplantationen das Engrafiment der HSC und die Himatopoese unterstitzen koénnen. Im
Zusammenhang mit HSCT kann eine Graff-versus-host disease gegen Emptingergewebe wie Leber,
Lunge, Haut oder Darm auftreten. Hier werden MSC auf Grund ihrer immunsuppressiven

Eigenschaften bei HSCT-Patienten zur Linderung von auftretenden GvHD eingesetzt254

. Erste,
viel versprechende Fille, die unter anderem auch durch die Universititsklinik fiir Kinder- und
Jugendmedizin Tubingen beschrieben worden sind, zeigen MSC-Transfusionen bisher positive
Effekte auf den Verlauf von entstandenen GvHD?” **. Mégliche Kontraindikationen und
potentielle Gefahren der MSC-Transplantation mussen noch besser untersucht werden.

Fir die klinische Anwendung von ex wwo expandierten MSC ist es notwendig, dass die
Kultivierung in Abwesenheit von jeglichen tierischen Proteinen stattfindet. So werden inzwischen
und nicht zuletzt durch die Forschungsarbeit der Kinder- und Jugendmedizin des UKT die hier
verwendeten MSC in Medium mit humanem FFP und Thrombozytenlysat statt FCS kultiviert
und propagiert’. Abgesehen von Knochenmarkaspiraten werden inzwischen MSC auch aus einer
Reihe anderer Gewebe isoliert. Dazu gehoren beispielsweise Nabelschnurblut, die Plazenta und

andere fetale Gewebe, aber auch Synovialfliissigkeit, Fettgewebe, Haarfollikel und Zihne® 2>,
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Ein Hauptteil der vorgestellten Arbeit beschiftigt sich mit der Gewinnung von MSC aus
Zahnpapillen von Weisheitszihnen und verfolgt dabei das Ziel, die isolierten Zellen mit
knochenmarkabgeleiteten MSC zu vergleichen. Ein weiterer Teil zeigt Untersuchungen zu
relevanten biologischen Eigenschaften von MSC im Zusammenhang mit der klinischen
Applikation bei Patienten mit steroidinduzierten avaskuliren Osteonekrosen. Abschlieffend soll
die Analyse von Migration und Homing der MSC nach erfolgter systemischer Anwendung anhand

eines klinischen Fallbeispiels beschrieben und diskutiert werden.

6.1 Isolation humaner multipotenter mesenchymaler Stromazellen aus Zahnpapillen

Aus 0,5 bis 2 ml Knochenmarkpunktat konnen ausreichend plastikadhirente Zellen isoliert
werden, damit sich daraus eine kontinuierlich proliferierende Primirkultur von KM-MSC
expandieren ldsst. Fur die vorliegende Arbeit konnten MSC aus einzelnen Zahnpapillen (Z-MSC)
gewonnen werden, die ursprunglich als kleines Gewebekissen auf den Zahnwurzeln von
extrahierten, noch retinierten Weisheitszahnen apikal aufsaBen (Abb. 5-1). Zahnpapillen sind mit
der Pulpa im Inneren der Zahnwurzel verbunden. Das Gewebematerial wurde von Patienten des
Zentrums fur Zahn-, Mund- und Kieferheilkunde (ZZMK) Ttbingen im Alter von 7-22 Jahren
zur Verfiigung gestellt. In den folgenden Abschnitten werden die Experimente besprochen, die
zusammen eine fundierte Aussage dartiber machen sollen, ob es sich bei den isolierten Z-MSC

um Zellen handelt, die im Vergleich identische Eigenschaften wie KM-MSC besitzen.

6.1.1 Vergleich der biologischen Eigenschaften von Z-MSC und KM-MSC

Die Z-MSC kénnen wie auch KM-MSC erfolgreich sowohl in Medium mit 10% FCS, als auch in
Medium mit 5% FFP und 1% TKZ kultiviert und in gebrauchlichen Zellkulturmal3stiben
propagiert werden (Abb. 5-2). Gleichzeitig erfillen die Z-MSC das erste Minimalkriterium fir
mesenchymale Stromazellen, das auf der Figenschaft der Plastikadhirenz begriindet ist’.
Hinsichtlich ihrer Morphologie unterscheiden sie sich mikroskopisch nicht von KM-MSC. Dabei
konnte mit Beginn der Kultivierung beobachtet werden, dass bei allen Spendern die
Kulturansitze friher einen Monolayer ausbildeten, bei denen die Z-MSC in mit TKZ
supplementiertem FFP-Medium gehalten wurden. Diese Beobachtung konnte hinsichtlich der
Proliferation von KM-MSC bereits zuvor durch Miiller ¢ a/. gemacht werden’. Das beschleunigte
Wachstum steht im Zusammenhang mit dem vorhandenen PDGF im Zellkulturmedium, das von
Thrombozyten natiirlich sezerniert wird”®’. KM-MSC und Z-MSC besitzen vergleichbare
Wachstumskinetiken. Nicht nur die Wachstumsraten in Abhidngigkeit von der Konzentration der

humanen Supplemente FFP und TKZ, sondern auch der Vorteil der gesteigerten Proliferation
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gegentiber MSC, die in FCS-haltigem Medium kultiviert wurden, zeigen ein nahezu kongruentes
Ergebnis. Die Oberflichencharakterisierung kennzeichnet expandierte Z-MSC als positiv fur
CD73, CD90, CD105, HLA-ABC und negativ hinsichtlich der Expression von CD34, CD45,
CD271, HLA-DR (Abb. 5-4). Ihr Phinotyp ist mit dem von KM-MSC identisch. Sie erftllen

somit auch das fiir MSC formulierte zweite Minimalkriterium®'.

Die herausragende Eigenschaft von mesenchymalen Stromazellen liegt in ihrer multipotenten
Differenzierungsfihigkeit. Hier herrscht allgemeiner Konsens dartiber, dass MSC in der Lage
sind, in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten zu differenzieren. Dieses Charakteristikum
bildet zugleich das dritte Minimalkriterium, das fiir die Definition von MSC festgelegt wurde”.
Die drei Zelltypen entstammen gemeinsam dem Mesoderm.

Die Differenzierung in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten folgt dabei einer
hierarchischen Reihenfolge®. Hinsichtlich der Isolation von MSC aus verschiedenen
Kompartimenten von Zihnen oder angrenzenden Geweben wurde ebenfalls iber
unterschiedliches Differenzierungspotenzial der einzelnen Populationen berichtet. So zeigten die
Autoren der so genannten SHED, die aus ausgefallenen Milchzihne isolierten wurden, mit
lediglich ~5% eine nur dullerst geringe adipogene Differenzierungskapazitit ihrer Zellpopulation.
Die osteogene Induktion gelang in diesem Zusammenhang nicht”. Isolierte MSC aus der
Zahnpulpa (DPSC) differenzierten im Gegensatz zu den SHED in Osteoblasten. Allerdings war
hier anfinglich keine Induktion der adipogenen Differenzierung zu beobachten”. Erst mit
Verlingerung der Differenzierungsdauer auf finf Wochen zeigten sich Fettvakuolen in den
DPSC™. Bei weiteren Populationen konnten MSC ebenfalls nur osteogen differenziert werden
oder der Anteil der erfolgreich adipogen oder osteogen induzierten Zellen lag bei nur ~20% bzw.
~30%* 7. Keine der hier angesprochenen MSC-Populationen konnte dabei chondrogen
differenziert werden. In einer aktuellen Publikation wird dagegen die Differenzierung von DPSC
und SHED in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten proklamiert, jedoch bleibt auch hier
die Demonstration der multipotenten Differenzierungskapazitit tber 2 vitro Experimente

unvollstindig™”.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Z-MSC wurden in adipogenen, osteogenen und
chondrogenen Differenzierungsexperimenten (Abb. 5-5 und Abb. 5-6) eingesetzt. Die Induktion
der MSC in Adipozyten und Osteoblasten fihrt 2zu mikroskopisch beobachtbaren,
morphologischen Unterschieden. Im Vergleich mit der gut ausgeprigten adipogene
Differenzierung der KM-MSC zeigt sich eine nur schwache Ausprigung der intrazelluliren

Fettvakuolen bei den Z-MSC. Der Anteil der adipogen differenzierten Z-MSC ist mit etwa 5%
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dhnlich grof3 wie der, der fiir SHED publiziert wurde. Hier ldsst sich vermuten, dass eine lingere
Stimulation der adipogenen Differenzierung der Z-MSC deshalb notwendig ist, weil Adipozyten
nicht zu den nattrlich vorhandenen Zelltypen im Zahn und den assoziierten Geweben gehoren.
Entscheidende Rezeptoren zur Signalvermittlung kénnten anfinglich nur in nicht gentigender
Zahl vorhanden sein und so zur Verzégerung der einsetzenden Differenzierung beitragen. Die
Versuche zur osteogenen Induktion von KM-MSC und Z-MSC bringen ein vergleichbares
Ergebnis zutage. Sowohl bei KM-MSC als auch bei Z-MSC ist die Bildung von
Kalziumprizipitaten zz vitro iber den gesamten Monolayer festzustellen. Die Differenzierung von
MSC in Osteoblasten war auch bei anderen, bereits beschriebenen Populationen wie die DPSC
oder PDLSC eindeutig und am stirksten ausgepragt. Hingegen waren SHED nicht in der Lage, in
Osteoblasten zu differenzieren. Allerdings wurde gezeigt, dass SHED in so genannte
Odontoblasten - eine dentinproduzierende Zellpopulation mesodermalen Ursprungs -
differenzieren konnen. Ein Zusammenhang des osteogenen Differenzierungspotenzials von
DPSC, PDLSC, SHED und Z-MSC mit der Herkunft ihrer Ursprungsgewebe ist auch hier
anzunehmen. Die Assoziation der Gewebe, aus denen MSC isoliert werden, mit dem
Kieferknochen als osteogenes Kompartiment beeinflusst deren Zytokinexpression, die
wahrscheinlich ihre Antwort auf bestimmte Stimuli 77 vi#ro mitbestimmt™. Keine der angefiihrten
Publikationen tber die von Zahngeweben abgeleiteten MSC kann auf eine erfolgte chondrogene
Differenzierung i witro verweisen. Die gingige Methode macht von der Kultur und
Differenzierung der MSC in Mikrozellmassen Gebrauch. Im Verlauf bildet sich ein sphiroides
Zellpellet aus, in dem unter anderem Proteoglykane und das Kollagen II der Knorpelmatrix
gebildet werden. Diese Bestandteile wurden zum einen mit Toluidinblau und zum anderen mit
Hilfe eines anti-Kollagen II-Antikorpers nachgewiesen. Die angefertigten Experimente zeigten,
dass die Induktion von KM-MSC sowie der Z-MSC in Chondrozyten hier erfolgreich 7z vitro
durchgefiihrt werden kann. Unter den von verschiedenen Zahngeweben abgeleiteten
MSC-Populationen differenzierten Z-MSC erstmalig chondrogen. Beide Nachweismethoden
bestitigten die Ergebnisse mittels spezifischer Farbung der Proteoglykane und des Kollagen II
(Abb. 5-6). Damit wird abschlieend auch das dritte Minimalkriterium zur Definition von MSC
von den Z-MSC erfillt, wonach die Differenzierung in Adipozyten, Chondrozyten und
Osteoblasten als Nachweis der Multipotenz erbracht werden muss”'.

Erstmals wurde durch Tkeda e a/. iiber die Existenz von MSC in der Papilla dentalis berichtet™.
Dabei konnten die isolierten Zellen jedoch nur osteogen differenziert werden. In kurzlich
erschienenen Publikationen wird ebenfalls die Isolation von MSC-idhnlichen Zellen aus humanen
Zahnpapillen beschrieben und diese Population mit SCAP (Sten cells from the apical papilla) oder
DPDC (Dental papilla-derived cells) bezeichnet® **. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
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hier vorgestellten Experimente differenzieren SCAP zwar stark osteogen, aber nur marginal in
Adipozyten. Die Differenzierung der SCAP in Chondrozyten wurde dagegen nicht gezeigt. Fir
DPDC ist nur die osteogene Differenzierung demonstriert worden; die adipogene und
chondrogene Induktion fehlt (Tab. 6-1). Eine mogliche Erklirung fir die Ursache der
ausgepragten adipogenen Differenzierung (Abb. 5-5) und der gezeigten chondrogenen Induktion
(Abb. 5-6) konnte erneut die Wahl des Mediumsupplements sein. Bei allen zitierten Arbeiten
wurde auf den Finsatz von 10-15% FCS entschieden. Hingegen wurden fir die Experimente in
dieser Arbeit das MSC-Medium mit 5% FFP und 1% TKZ supplementiert. Bei den
chondrogenen Differenzierungsexperimenten wurde als Supplement nur FFP benutzt. Damit
konnten Z-MSC nachweislich in alle drei nach MSC-Definition geforderten Zelltypen

differenziert werden.

Tab. 6-1: Vergleich der Plastizitit von DPDC, SCAP und

Z-MSC.
Osteoblasten | Adipozyten | Chondrozyten
DPDC +++ - -
SCAP +++ + -
Z-MSC +++ ++ +++

Als Erginzung zu den spezifischen Firbenachweisen der unterschiedlichen Differenzierungen
wurde die Expression von relevanten Markern auf Transkriptionsebene durch RT-PCR analysiert
(Abb. 5-7). Bei adipogen induzierten KM-MSC und Z-MSC zeigte die Amplifikation der
Transkripte von PPAR-y und LPL ein einheitliches Expressionsmuster, das innerhalb der
Erwartungen lag. Beide Marker wurden im Verlauf der Differenzierung gesteigert exprimiert. Das
Ergebnis belegt zusitzlich die Fahigkeit von KM-MSC und Z-MSC, in Adipozyten differenzieren
zu kénnen. Fur osteoblastisch differenzierte KM-MSC konnten die induzierten Marker BSP und
CBFal detektiert werden. Dagegen konnte aus den differenzierten Z-MSC lediglich CBFa1, aber
nicht BSP amplifiziert werden. Eine denkbare Erkldrung fir das Ausbleiben des Amplifikats von
BSP liegt in der Herkunft der verwendeten Gewebe und den daraus isolierten Z-MSC. Die
extrahierten Weisheitszihne entstammen den Ober- und Unterkieferknochen, die strukturell den
unregelmifigen Knochen zugeordnet werden. Hingegen wird Knochenmark allgemein am
Beckenkamm entnommen. Das Becken setzt sich aus platten Knochen zusammen. Beide

Knochenarten sind anatomisch und funktionell unterschiedlich, sodass unter dem Einfluss des
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umgebenden Knochens méglicherweise auch die Plastizitit oder sogar das Transkriptionsprofil

von MSC sich von denen aus anderen Arealen unterscheiden.

6.1.2 Expressionsanalyse von embryonalen Markern auf Zahnpapillen

Das urspringliche Gewebe, aus dem die Z-MSC isoliert werden konnten, sind die apikalen
Zahnpapillen von Weisheitszahnwurzeln. Als  kleines Gewebekissen beherbergen sie
mesenchymale Stromazellen. Um herauszufinden, ob sich in den Zahnpapillen pluripotente
Stammzellen befinden, wurden diese auf die Expressionen von typischen Genprodukten von
ES-Zellen, wie Nanog, Nestin, Oct-4 und SSEA-4, hin untersucht. Dabei wurde SSEA-4 nur
schwach, Nestin jedoch stark auf den Gewebeschnitten exprimiert gefunden. Dagegen konnte die
Detektion von Nanog und Oct-4 nicht realisiert werden. Fir die beiden Transkriptionsfaktoren
Nanog und Oct-4 ist bekannt, dass sie zwar von undifferenzierten embryonalen Stammzellen,

. . . . 2—1
aber nicht von somatischen Zellen exprimiert werden™

. Embryonale Stammzellen sind ebenfalls
positiv fir die Marker SSEA-4 und Nestin getestet worden™. Allerdings ist SSEA-4 nicht
exklusiv auf ES-Zellen beschrinkt, sondern wird beispielsweise auch als Marker von MSC
exprimiert’” *'. Nestin, urspriinglich als neuronaler Marker bekannt, wird neben embryonalen
auch von einer Reihe mesodermalen Zelltypen exprimiert; so auch von MSC” *. Daraus lisst
sich zusammenfassend ableiten, dass in den Zahnpapillen keine Zellen mit Expressionsprofil von
ES-Zellen fur diese vier klassischen Marker gefunden werden konnten (Abb. 5-9). Auf Grund der
gleichmiBligen Verteilung der Fluoreszenzsignale, insbesondere fiir Nestin und SSEA-4, kann auf
eine hohe Dichte ein und desselben Zelltyps, faktisch den MSC, geschlussfolgert werden. Die

schwach ausgeprigten bzw. nicht vorhandenen Expressionen von SSEA-4, Oct-4 und Nanog

stehen im Einklang mit dem fir KM-MSC postuliertem Expressionsmuster247.

6.1.3 Differenzierung von KM-MSC in insulinproduzierende Inselzellen

Es sollte versucht werden, KM-MSC in insulinproduzierende Inselzellen zu differenzieren, die
den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln des Pankreas in ihrer Funktion dhneln. Mit einer
erfolgreichen Induktion der Insulinproduktion bei ex wiwo expandierten KM-MSC stinde
hypothetisch eine Therapiemoglichkeit des juvenilen Diabetes zur Verfiigung, die sich zum einen
auf die immunmodulierenden Eigenschaften von MSC und zum anderen auf den Zellersatz
stutzt.

Die Differenzierungsstrategien wurden aus Protokollen der embryonalen Stammzellforschung

248 249

entnommen und auf MSC-Kulturen tbertragen . Zudem konnte auf ein publiziertes

Protokoll zur Differenzierung von MSC in insulinproduzierende Zellen zugegriffen werden™'.
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Als Differenzierungsnachweis diente die Amplifikation von INS1-Transkripten via RT-PCR
(Abb. 5-8). Das Transdifferenzierungsereignis konnte bei keinem der durchgefihrten
Experimente unter unseren Kulturbedingungen beobachtet werden. Die Transkripte konnten
nicht nachgewiesen werden. Trotz der detaillierten Protokolle, die erfolgreich auf embryonalen
Stammzellen angewandt wurden, lieBen sich KM-MSC unter GMP-Kulturbedingungen nicht zur

Insulinproduktion induzieren.

6.2  Therapeutisches Potenzial von KM-MSC

Basierend auf der Fihigkeit, in Osteoblasten differenzieren zu kénnen, sind MSC augenscheinlich
gut dafiir geeignet, zur Behandlung von angeborenen Knochenstoffwechselstérungen oder von
erworbenen Osteonekrosen therapeutisch eingesetzt zu werden. In ersten klinischen
Anwendungen konnte der Beweis erbracht werden, dass MSC tatsichlich bei Schidigungen von
Knochengeweben erfolgreich verwendet werden koénnen. Horwitz ef al behandelten sechs
padiatrische Patienten mit schwerer Osteogenesis imperfecta mit zwei Infusionen allogener
mesenchymaler Stromazellen und erreichten damit bei funf Patienten eine Beschleunigung der

Wachstumsgeschwindigkeit™”

. Mit dem Ziel der klinischen Anwendungen von autologen MSC
bei AVN-Patienten wurden zunachst die biologisch relevanten Eigenschaften genauer untersucht.
Bei nekrotischen Arealen kommt es in Folge der gestérten Blutzufuhr zur Nahr- und Sauerstoff-
unterversorgung. Daher musste im Vorfeld der Transfusion sichergestellt sein, dass die
applizierten MSC ihr Ziel erreichen und unter ischimischen Umgebungsbedingungen ihre
Eigenschaften beibehalten. Dazu zihlte die Aufrechterhaltung des osteogenen Differenzierungs-
potenzials bei Hypoxie in einem inflammatorischem Millieu. Fir eine Verbesserung der
Vaskularisierung nekrotischer Areale ist die Sekretion von VEGF aullerordentlich wichtig. An
der Regulation des Knochenmetabolismus sind wiederum IGF und IGFBP mal3geblich beteiligt.
AbschlieBend sollte eine Aussage Uber die Gewihrleistung der Chromosomenstabilitit der

expandierten MSC getroffen werden. Bei der Durchfihrung aller Experimente wurden

expandierte MSC verwendet, die nach GMP-Bedingungen kultiviert worden sind.

6.2.1 Biologische Grundlagen

Der Sauerstoffpartialdruck (pO,) 7z wvivo ist von der Vaskularisierung der betrachteten Organe

4

abhingig®". Bei Knochen wird eine Sauerstoffsittigung (sO,) zwischen 5% und 1% fiir
unterschiedliche Bereiche kalkuliert’ **°. Bei Frakturen wird von einer weiteren pO,-Reduktion
auf 0-2% ausgegangen®’ **. Fiir die Untersuchung des osteogenen Differenzierungspotentials

von Patienten-MSC bei unterschiedlichem Sauerstoffpartialdruck wurden Kulturbedingungen mit
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3% und 21% O,-Sittigung angelegt. Da es sich bei nekrotischen Grenzflichen um
inflammatorische Bereiche handelt, wurde gleichzeitig der Einfluss von IFNy auf die
Differenzierung in Osteoblasten zz vitro untersucht. Es wurde gezeigt, dass weder die reduzierte
O,-Sattigung von 3%, noch die Zugabe von IFNy, auch nicht die Kombination beider Faktoren,
den Differenzierungsprozess in Osteoblasten beeinflussen (Abb. 5-10). Die Simulation einer
hypoxischen und inflammatorischen Umgebung, wie sie in nekrotischen Lisionen zu erwarten
ist, zeigte, dass die osteogene Differenzierbarkeit von MSC hier keiner Limitierung unterlegen
war. Die Ergebnisse stehen im Gegensatz zu einigen publizierten Daten, die von einer
Abschwichung der osteogenen Differenzierungskapazitit von MSC bei 3% O,-Sittigung

sprechen’

. Andere Berichte stimmen darin iberein, dass hypoxische Bedingungen auf die
Differenzierung von MSC keinen Effekt haben®” *". Beobachtungen unserer Arbeitsgruppe
zeigen jedoch, dass die osteogene Differenzierung bei 1% O,-Sittigung stark eingeschrinkt ist.
Auf dieser Datengrundlage konnte auf folgendes Modell geschlussfolgert werden: Am
Randbereich einer nekrotischen Lision ist die O,-Sittigung noch ausreichend, sodass MSC
osteogen differenzieren koénnen. Im Zentrum der Lision ist der pO, weiter reduziert und
verhindert die Differenzierung der MSC weitestgehend (Abb. 6-1). Vor diesem Hintergrund
sollte die Frage beantwortet werden, ob es Faktoren gibt, die die Sauerstoffunterversorgung
positiv beeinflussen konnten. So wurde die Sekretion des angiogenetisch wirkenden Faktors
VEGF von MSC unter hypoxischen Bedingungen untersucht.

In diesem Experiment sollte geklirt werden, ob MSC unter Einfluss von Hypoxie und IFNy in
der Lage sind, detektierbare Mengen VEGF zu produzieren. Dazu wurde die Konzentration von
VEGF im Kulturiiberstand von MSC bei 21% und 1% O,-Sittigung verglichen. Es konnten
jedoch nur geringe Mengen VEGF unter atmosphirischen Bedingungen allgemein und unter
hypoxischen Bedingungen in Abwesenheit von IFNy festgestellt werden (Abb. 5-13). Die
limitierte Sekretion von VEGFE steht im FEinklang mit Ergebnissen, die beispielsweise von

Potier et al. publiziert wurden”

. Die Expression von VEGF unter Hypoxie resultiert dabei aus
der Induktion durch HIF-1 (Hypoxia-inducible factor 1) *”. Der gezeigte starke Anstieg der
VEGF-Sekretion von MSC nach Zugabe von IFNy deutet eine synergistische Induktion in
Abhingigkeit von Hypoxie und IFNy an. Innerhalb nekrotischer Lisionen koénnte die
synergistisch induzierte VEGF-Sekretion von transfundierten MSC die Neovaskularisierung des
Knochendefekts regulieren und somit das verminderte Differenzierungspotential kompensieren
(Abb. 6-1).

Neben VEGF sezernieren MSC unter atmosphirischen und hypoxischen Bedingungen auch IGF
und IGFBP. Dies zeigten RIA-Messungen von Zellkulturiberstand (Abb. 5-14) von propagierten

MSC bei O,-Sittigungen von 21% und 1%. So setzten MSC sowohl IGF-I und IGF-II als auch
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ihre Bindungsproteine IGFBP-2 und -3 frei. Sie sind wichtige Schlisselproteine bei der
Regulation des Knochenmetabolismus und stimulieren die Knochenbildung®. Dabei wirken

275

IGF sowohl als endokrine wie auch als parakrine/autokrine Faktoren™”. Die Bedeutung dieser

Faktoren unterstreichen Versuche im Tiermodell am Beispiel des IGFBP-2:1GF-II-Komplexes,
wo gezeigt werden konnte, dass dieser Komplex zur Steigerung der Knochendichte beitréigt27(’.

Zusammenfassend ist erneut hervorzuheben, dass VEGF die Neoangiogenese induzieren und
dartiber die Nihr- und Sauerstoffversorgung in den nekrotischen Bereichen ermoglichen konnte.

Die Gruppe der IGF/IGFBP konnte zusitzlich die Osteoblastenproliferation stimulieren und

dartiber zur Neubildung von Knochensubstanz betragen.

Fir den FEinsatz ex wiwo kultivierter, autologer MSC bei einer nicht lebensbedrohlichen
Komplikation wie einer steroidinduzierten Osteonekrose ist besonders darauf zu achten, dass
keine erh6hten Risiken von den MSC ausgehen, wie zum Beispiel maligne Transformation durch
genetische Instabilitit®” *®. Der Vergleich von MSC nach Kurz- und Langzeitkultur zeigte
lediglich die iiblichen Polymorphismen, aber keine chromosomalen Abnormalititen (Abb. 5-15).
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit vergleichbaren Analysen zur chromosomalen Stabilitit

. ., 279
von humanen MSC 7 vitro™".

6.2.2 Klinische Anwendung von KM-MSC bei Patienten mit AVIN

Sollen expandierte MSC zelltherapeutisch in der Klinik eingesetzt werden, dann ist die
Herstellung der Zellen unter GMP-Bedingungen unabdingbar. Fir die MSC-Kultur zur
klinischen Anwendung ist die Herstellungserlaubnis durch das Paul-Ehtlich-Institut (241/2005V)
erteilt worden.

Durch die untersuchten biologischen Eigenschaften kénnten MSC zur Behandlung von
Osteonekrosen zusitzliche, unterstiitzende Effekte beitragen, die eine Regeneration des
nekrotischen Knochengewebes begiinstigen. In der Vergangenheit konnte bereits in einem
experimentellen Rattenmodell gezeigt werden, dass ex wwo expandierte mesenchymale

22 Erstmals behandelten

Stromazellen klinisch signifikant Knochendefekte regenerieren konnten
Horwitz et al. erfolgreich sechs pidiatrische Patienten mit schwerer Osteogenesis imperfecta durch die
Anwendung allogener MSC nach HSCT*”. Des Weiteren konnten einem Fetus mit intrauterin
diagnostizierter schwerer Osteggenesis imperfecta HLLA-disparate, fetale MSC 7n utero transplantiert
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werden™". Bei beiden Anwendungen konnte sowohl die Vertriglichkeit als auch ein Knochen-

wachstum erzielt werden.
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Auf diesen Beobachtungen basierend sollte durch lokale Applikation autologer MSC die
Effizienz der Knochenregeneration verbessert werden. In einer Reihe von Finzelheilversuchen
wurden funf Patienten mit steroidinduzierter AVN durch Instillation von ex #zvo expandierten,
autologen MSC behandelt. Die Anwendungen fanden nach konventionellen Core Decompression
statt und dienten vorrangig zur Uberpriifung von Vertriglichkeit und Sicherheit des
Transplantats. Bei einem mittleren Follow-up von nun mehr 29 Monaten (24-38 Monate) konnte
bei keinem der behandelten Patienten eine klinische Verschlechterung festgestellt werden.
Zusitzlich konnte Schmerz reduziert und die Beweglichkeit zunehmend verbessert werden. In
wieweit sich der therapeutische Erfolg beim Einsatz von MSC in Folge der Core Decompression von
der alleinigen Durchfithrung der konventionellen Behandlungsmethode unterscheidet, muss
zukiinftig an grofleren Patientenkollektiven im Vergleich evaluiert werden. Hierftr sind Studien
der Phase II notwendig.

Die vermuteten Mechanismen, tber die die Effekte vermittelt werden kdnnten, setzen sich
wahrscheinlich aus der Sekretion von Faktoren wie VEGF und IGF, die Geweberekonstruktion
modulieren koénnen und dem osteogenen Differenzierungspotenzials der verabreichten MSC
zusammen. In der Summe gehen diese beiden Effekte womdglich auch auf die Tatsache zuriick,
dass die MSC lokal angewendet wurden. In einem Fall der behandelten AVN-Patienten konnte
der Verlauf der Therapie tiber MRT- und CT-Aufnahmen dokumentiert werden (Abb. 5-10).
Hier zeigte sich erst im Randbereich der nekrotischen Hohle eine postoperative Reaktion und zu
spaterem Zeitpunkt zusitzlich sogar eine mogliche Regeneration des Knochendefekts durch
Kalzifizierung. Diese Beobachtung kann durchaus als Ergebnis des gemeinsamen Wirkens beider
vermuteter Effekte gedeutet werden.

In Zusammenfassung aller untersuchten biologischen Eigenschaften und der beobachteten
klinischen Resultate ergibt sich folgendes theoretisches Modell fiir die beteiligten Faktoren und

Ereignisse bei der avaskuliren Osteonekrose (Abb. 6-1).
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Osteogene
Differen-
zierung

Angiogene
Stimulation

Nekrotische Lasion

Abb. 6-1: Modell der beteiligten Faktoren und Ereignisse bei avaskulirer Osteonekrose. Osteo-
nekrotische Lisionen werden als hypoxische und inflammatorische Areale betrachtet. Innerhalb der
nekrotischen Héhle nimmt der pOs zum Zentrum hin ab. So existiert in der Randzone noch Sauerstoff
und die osteogene Differenzierungskapazitit ist uneingeschrankt. Mit der O»-Sittigung nimmt dann auch
die Differenzierbarkeit der MSC ab. Im Zentrum besitzt die Sekretion angiogenetischer Faktoren wie
VEGF ecinen bedeutenden Einfluss auf den Regenerationsprozess. VEGF  stimuliert die
Neovaskularisierung der nekrotischen Lision. Gleichzeitig werden von den injizierten MSC IGF-I und
IGF-II sezerniert, die zur Knochenbildung beitragen.

Die Fihigkeit der MSC, in Osteoblasten differenzieren zu konnen, und die Mdglichkeit ihrer
Anwendung zur Knochenregeneration macht sie auch fir den Finsatz bei geschidigten oder
zerstorten Kieferknochen auf dem Gebiet der Zahnchirurgie attraktiv. Die Verwendung von
dreidimensionalen Geriisten, die mit KM-MSC besiedelt wurden, gewahrleistet nicht nur den
lokalen Verbleib der Zellen, sondern wiirde auch den Anforderungen des Kieferknochens
entsprechen, frith postoperativ mechanischen Belastungen standzuhalten. Aus diesem Grund
wurden erste Versuche fir eine dreidimensional Kultur und Expansion von KM-MSC auf
Kalziumphosphat-, Kollagen- und OPLA-S¢affolds unternommen. Diese zeigten ein erfolgreiches
Anwachsen der KM-MSC auf den Scaffolds aus Kollagen und OPLA (Abb. 5-17). In diesem
Zusammenhang existieren gleichfalls Berichte tber weitere Scaffolds, die alternativ fir die
Verwendung mit MSC benutzt worden sind. Dabei kamen verschiedene Materialien zum Einsatz:
Scaffolds aus synthetischen Polymere und natiirlichen resorbierbaren Materialien (Gelantine,
Kollagen, Koralle) sowie Keramik-Seaffolds (Hydroxyapatit/B-Trikalziumphosphat, Silikon)*"**.
Weiterfihrend sind Daten aus 7z vitro Untersuchungen zur osteogenen Differenzierung von
humanen MSC auf einigen dieser Seaffolds publiziert worden™ **. Dabei wurden dreidimensional
kultivierte MSC auch auf Kollagen- und Polymer-Seaffolds osteogen differenziert. In Bezug auf das
osteogene Differenzierungspotenzial von KM-MSC und der Eignung der in dieser Arbeit
verwendeten Scaffolds - auf Grund der hohen Stabilitit insbesondere der OPLA-Gertiste - werden

hier genauere Analysen benétigt. Erste Anwendungen von autologen MSC auf verschiedenen
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Scaffolds zur Rekonstruktion von Knochengewebe allgemein und speziell des Kiefers wurden
bereits in einzelnen Tiermodellen erprobt™ ** **. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
nicht selbst heilende Segmentdefekte der langen Knochen bei Schafen durch Transplantation von
MSC/Korallen-Seaffolds repariert wurden®!, Zur Behandlung von Kieferknochendefekten wurden
in einem experimentellen Kaninchenmodell MSC/ Seaffolds in die defekten Mandibeln plaziert288.
Dabei konnte sowohl die Vertriglichkeit als auch die Neubildung des Kieferknochens viel
versprechend demonstriert werden. In Hinsicht auf die Anwendung der KM-MSC/ Seaffolds fir
die Rekonstruktion von Kieferknochen beim Mensch sind weitere Untersuchungen auch im

Bereich der GMP-konformen Herstellung der méglichen Transplantate notwendig.

6.3 Migration und Homing von mesenchymalen Stromazellen

Mit der systemischen Applikation von MSC konnte mehrfach unabhingig beschrieben werden,
dass MSC durchaus in der Lage sind, in verschiedene geschidigte Gewebe zu migrieren und dort
ein Engraftment zeigen™ *. Es gibt auch Berichte dariiber, dass im Zuge der Migration auch
Endothelzellschichten von MSC iiberwunden wurden® **, Die Extravasation der MSC aus den
Blutgefiflen beruht auf der Expression von verschiedenen Integrinen und der Interaktion mit
den entsprechenden Rezeptoren. Insbesondere tiber die Integrinbindung VCAM-1/VLA-4 sind
MSC nach Ruster ¢ a/. dazu fihig, mit Endothelzellen zu interagieren und ein koordiniertes

Rollen an ihnen auszufiihren'*

. Der Mechanismus, der dem Homing zu Grunde liegt, wird mit der
Diapedese von Lymphozyten oder Monozyten verglichen. Dartber koénnen MSC in
unterschiedliche Organe extravadieren®.

Die Beobachtung, dass MSC nach systemischer Transfusion verschiedene geschidigte Organe
erreichen, konnte an auch einem seltenen klinischen Fall nachvollzogen werden. Bei einem
Patienten mit DNA-Ligase IV-Defekt sind nach Transplantation von HSC eines HLA-identen
Fremdspenders und der Entwicklung einer schweren akuten Darm-GvHD Grad IV nachfolgend
zweimal MSC des Vaters transfundiert worden. Nach kompliziertem Krankheitsverlaufs verstirbt
der Patient zwei Wochen nach der letzten MSC-Gabe. Mit der Obduktion wurden
Gewebeproben von einer Reihe, meist entztindlicher Organe entnommen und sowohl DNA zur
Verwendung fiir Chimirismusanalysen isoliert als auch histologische Gewebeschnitte angefertigt.
Nachdem die Chimarismusanalyse via STR-PCR kein eindeutiges Ergebnis hinsichtlich der
Unterscheidung zwischen dem Engraftment von transplantierten HSC und MSC lieferte, wurden
die Gewebeschnitten von Leber, Lunge, Lymphknoten, Gehirn, Dick- und Dunndarm

immunhistologisch aufgearbeitet. Unter Verwendung eines HILA-spezifischen Antikorpers

konnte gezeigt werden, dass die haploidenten MSC ausschlieflich in den inflammatorischen
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Geweben (Darm und Leber) wieder zu finden waren, nicht aber in anderen Geweben wie Lunge
und Lymphknoten. Die Leber zeigte dabei das hochste Engrafiment beztglich der paternalen MSC.
Die Bearbeitung der Gewebeschnitte des Gehirns gestaltete sich gegentiber allen anderen
Geweben schwierig. So zeigten verschiedene eingesetzte HLA-IgM-Antikérper das Problem von
nicht spezifischen Bindungen. Diese Problematik begriindet sich vermutlich zum einen auf der
Tatsache, dass das Gehirngewebe alleinig in Paraffin eingebettet wurde, zum anderen auf die
eingeschrinkte Wahl des Antikérperisotyps. Beides konnte die Bindung dadurch verhindern, dass
der Antikérper auf Grund seiner Pentamerstruktur und die Art der Gewebeeinbettung

methodisch nicht kompatibel sind.

Uber die Griinde, warum MSC dieses bestimmte Verteilungsmuster iiber die gesamten Organe
zeigen und weshalb sie bevorzugt in inflammatorische Gewebe migrieren, ldsst sich nur
spekulieren. In Experimenten mit radioaktiv markierten, intravends injizierten MSC in Ratten
wurde demonstriert, dass diese erst in die Lunge und spiter dann in Leber, Nieren, Milz und
Knochen gelangten®’. Ringden ¢ al schlussfolgerten aus ihren Beobachtungen bei
GvHD-Patienten die Priferenz von infundierten MSC, in das Kolon zu rnigrierenzw‘. Durch
Detektion mit Hilfe der FISH-Methode konnten Le Blanc ef a/. zeigen, dass der Anteil der
engrafteten weiblichen Spenderzellen im Kolonepithelium eines minnlichen Empfingers bei 4%
lag®”. In keinen anderen Geweben konnten in diesem Zusammenhang weitere Spenderzellen
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Detektion von Spender-MSC
wurden tUber eine andere Methode, die erstmalig fir diese Fragestellung angewendet worden war,
erzielt. Dabei wurde hinsichtlich der Lokalisation demonstriert, wie die existierende
HILA-Disparitit zwischen dem viterlichem MSC-Spender und dem Empfinger durch die Wahl
des anti-HLA-Antikorpers methodisch genutzt werden kann. Dartiber hinaus eignet sich diese
Detektionsmethode zusitzlich dafir, eine mogliche Differenzierung 7 sitn nachzuweisen.

Eine Hierarchie der Migration in die einzelnen Organe lisst sich allerdings aus den vorliegenden
Daten nicht ableiten. Vielmehr erscheint die Tatsache offensichtlich, dass die inflammatotischen
Signale, die von den betroffenen Organen ausgehen, fir die Rekrutierung der MSC
verantwortlich sind. Die gesteigerte Expression von Adhisionsmolekilen, auch auf Grund der
Aktivitit von IFNy, kénnte das Migrationsverhalten der MSC verstirken. Fiir die sehr geringen
prozentualen Anteile engrafteter MSC, beispielsweise im Dick- und Diinndarm, konnte
womoglich auch eine AbstoBung der Zellen verantwortlich sein. Unter Umstianden spielt die
vergangene Zeit nach der letzten Transfusion der MSC eine entscheidende Rolle. Bei einer
anderen klinischen Anwendung von MSC - hier das Beispiel der Behandlung von

therapieresistenter GvHD - konnten die Spenderzellen nach drei Wochen beim Vergleich zweier
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unterschiedlicher Empfinger nur einmal detektiert werden™. Fir den Verlust der
Proliferationsfahigkeit von MSC nach intravendser Applikation sind entgegen anders lautenden
Berichten keine konkreten Beweise ersichtlich®. Ein letzter Grund fiir die Schwierigkeit der
Detektion der transfundierten MSC liegt eventuell auch bei den vorhandenen technischen
Problemen solch stark durch die GvHD veranderte, lytische Gewebe zu bearbeiten.

Die detektierten, prozentual niedrigen Spenderanteile in den Geweben von Leber und Darm
stehen im Kontext mit entsprechenden Beobachtungen an Transplantationsmodellen von Maus
und Mensch®” . Hier lag zum einen das anteilige Engrafiment der syngen transplantierten
Maus-MSC in den untersuchten, gesunden Organen bei rund 5%, Zum anderen konnten
humane, haploident transplantierte MSC bislang nur im Kolonepithel eines GvHD-Patienten
wieder gefunden werden®”. So bleibt abschlieBend festzuhalten, dass bei dem beschriebenem Fall
der Transfusion von haploidenten MSC zur Behandlung schwerer akuter Darm-GvHD erstmals
die Migration von Spenderzellen in verschiedene inflammatorische Empfingerorgane mittels

spezifischem anti-HLA-AO1-Antikérper histologisch gezeigt werden konnte.

Da der Osteotropismus von infundierten MSC allgemein als gering beschrieben wird, wurden
weitere Experimente darauf ausgerichtet, die Migration von MSC 7 vivo zu verbessern® *’. Die
zellulire Rekrutierung von MSC in den Knochen findet in speziellen Markgefillen statt, die
konstitutiv E-Selektin exprimieren®” *’. E-Selektine erkennen sialofucosylierte Determinanten
ihrer verschiedenen Liganden. Selektine besitzen wichtige Aufgaben beim Mechanismus der
Gewebeeinwanderung. Die Expression von E-, L- oder P-Selektin auf MSC konnte bislang nicht
gezeigt werden'* **. Es gibt jedoch Berichte dariiber, dass eine native Glykoform des Typ 1
Transmembranglycoprotein CD44 auf MSC zu finden ist™. Sackstein ef al. zeigten, dass CD44
eine  «-2,3-sialyl-Modifikation  trigt, die mittels «-1,3-Fucosyltransferase in einen
E-Selektin/L-Selektin-Ligand konvertiert werden konnte. Die modifizierte Form des CD44
besal in diesen Experimenten einen gesteigerten Tropismus in Knochen.

Um eine Behandlung von Knochendefekten wie Osteonekrosen durch Applikation von MSC
auch systemisch realisieren zu kénnen, muss der Osteotropismus gesteigert werden. Die
Moglichkeit wird nun durch verschiedene Methoden der Glykanmodifikation bei MSC geboten.
Mit der abgeschlossenen Herstellung eines retroviralen Transfektionsplasmids, das mit der
kodierenden Sequenz der a-1,3-Fucosyltransferase VI ausgestattet ist (Abb. 5-20 und Abb. 5-21),
lasst sich durch Fucosylierung von CD44 die Sialyl-Lewis X, ein E-Selektin-Ligand, auf MSC
synthetisieren. Hierfiir sollen zukiinftig Feederzellen mit dem Plasmid transfiziert werden, die als

Resultat FUTG6 konstitutiv exprimieren und in den Kulturiberstand freisetzen. In Co-Kultur
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konnte dann durch Konjugation von Fukose an ein N-Acetyl-Laktosamin (Gal(81-4)GlcNAc) die
Synthese von Sialyl-Lewis X auf MSC stattfinden.

Gelingt es durch die gezielte Modifikation von CD44 das terminale Tetrasaccharid Sialyl-Lewis X
(NeuAc(x2-3)Gal(81-4)G[Fucal-3]GlcNAc(B1-R)) als potenziellen E-Selektin-Ligand auf MSC
zu synthetisieren, konnte es in Folge dessen zu einer Steigerung des Osteotropismus von MSC
kommen. Die Migration und Infiltration von MSC in Knochen wiirde eventuell auch dann
effektiv sein, wenn die Expression von Sialyl-Lewis X auf der Zelloberfliche nur transient
etabliert wire und CD44 unter Umstinden in seine native Glykoform rickgebildet werden

wiirde*"’

. Dieser experimentelle Ansatz bietet somit das Potenzial, glykanmodifizierte MSC bei
regenerativen Therapien zum Beispiel bei skelettalen Erkrankungen einzusetzen. Insbesondere
konnten somit Erkrankungen wie Osteogenesis imperfecta oder Osteonekrosen woméglich durch die
systemische Applikation der modifizierte MSC behandelt werden. Zusitzlichen Behandlungs-

erfolg verspricht in diesem Zusammenhang auch die Beobachtung bei Primaten, dass E-Selektin

von ischimischen und inflaimmatorischen Geweben konstitutiv gebildet wird™”.

6.4 Bewertung der Versuche und Ausblick

Die Differenzierungsfahigkeit von humanen multipotenten mesenchymalen Stromazellen
zusammen mit den immunsuppressiven und sekretorischen Figenschaften bietet das Potential fir
den Finsatz in regenerationsmedizinischen und anderen klinischen Therapien, zum Beispiel bei
der Behandlung von Knochendefekten oder GvHD.

In dieser Arbeit wurden Ergebnisse zur lokalen, therapeutischen Anwendung von MSC bei einer
kleinen Kohorte von fiinf Patienten mit avaskuliren Osteonekrosen vorgestellt. Dabei konnten
erste Behandlungserfolge radiologisch aufgezeigt werden. Zusitzliche Verlaufskontrollen bei allen
behandelten Patienten sind erstrebenswert. Bislang blieb in diesem Zusammenhang die Frage
unbeantwortet, inwieweit die beginnende Rekonstruktion des Knochens der Instillation der MSC
zuzuschreiben ist. Hierfur wiirde bei gleichzeitiger konventioneller Behandlung der Vergleich mit
und ohne MSC-Applikation sicher aufschlussreich sein. Zukiinftig sollen weitere Anwendungen
bei grofleren Patientenkollektiven stattfinden, auch um eine Aussage uber die Signifikanz der
Effekte treffen zu koénnen. Die im Vorfeld der klinischen Anwendung durchgefihrten
Experimente haben gezeigt, dass der angiogenetische Faktor VEGF, IGF und ihre Bindungs-
proteine unterschiedliche Funktionen bei der Neovaskularisierung und bei der Knochen-
neubildung ausiiben konnten. Uber das vermutete Zusammenspiel der einzelnen Mechanismen
konnte ein erstes Modell formuliert werden. Der Einfluss weiterer Faktoren und die Anpassung

der MSC an die therapeutischen Umgebungsbedingungen bleiben allerdings noch offen.
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Die Arbeit konnte ebenfalls Ergebnisse dariiber liefern, welche Organe ein Engrafiment von MSC
nach systemischer Applikation bei GvHD zeigen. Erstmals wurde auf der Basis der
HLA-Disparitit die Detektion der Spenderzellen demonstriert. Es konnten MSC in den
inflammatorischen Geweben von Leber und Darm gefunden werden. Nach Uberwindung der
technischen Schwierigkeiten sollte nun versucht werden, diese Methode weiter zu optimieren, um
andere Gewebe, in denen MSC vermutet werden, zuverldssig zu untersuchen.

In Hinsicht auf die Verbesserung der Migrationseigenschaften von MSC sind hier zusitzlich
Versuche vorgestellt worden, die die Grundlage fiir viel versprechende Experimente zur
Glykanmodifikation darstellen. Dabei stehen umfangreiche Funktionsanalysen, retrovirale
Transfektionen von Feederzellen und Co-Kulturversuche mit MSC aus. Die angestrebte Synthese
von Sialyl-Lewis X auf MSC durch Fucosylierung von CD44 soll zur Steigerung des
Osteotropismus beitragen. Das osteogene Differenzierungspotenzial der MSC liegt auch im
Zusammenhang mit der Regeneration von nicht selbstindig heilenden Knochendefekten,
beispielsweise im Kiefer, im Fokus. Ein vielfach untersuchter Aspekt ist hierbei der Einsatz von
stabilen Seaffolds als Implantat, auf denen zuvor MSC ausgesit worden sind. Als méogliche Quelle
fir die Gewinnung geeigneter Zellen konnten die in dieser Arbeit beschriebenen Zahnpapillen
dienen, die MSC beherbergen. Ein entscheidender Vorteil kénnte daraus entstehen, dass die MSC
aus einem Bereich isoliert worden sind, der anatomisch mit dem Zielgewebe verbunden ist und
womoglich durch den Einfluss der Umgebung bereits einigen Anforderungen beziglich
Differenzierung und Proteinexpression entspricht.

Die beschriebenen Eigenschaften und Effekte von MSC bieten insgesamt eine Vielzahl von
Anwendungsméglichkeit, die sowohl lokal wie auch systemisch zukiinftig realisiert werden

konnten.
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