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1. Einleitung

1.1 Der Begriff der Stammzelle im historischen Kontext

Im 20. und 21. Jahrhundert haben Fortschritte auf dem Gebiet der Stammzellenforschung
gleichermalien Medizin und Wissenschaft, aber auch Gesellschaft gepragt. Die ,Stammzelle®
wird bereits 1868 in einer Publikation Ernst Haeckels erwahnt. Hier steht sie flr den Ursprung im
Stammbaum aller mehrzelligen Organismen (1). Spater Ubertragt er die Stammzellenhypothese
auf die Embryologie und bezeichnet die befruchtete Tiereizelle, die Cytula, als Stammzelle (2). In
diesem Zusammenhang steht der Begriff fur den Ursprung aller Zellen eines Organismus. In der
Embryologie wurde Ende des 19. Jahrhunderts die Stammzellentheorie bei der Erforschung von
Tierkeimzellen weitergefihrt und modifiziert. Theodor Boveri spezifizierte hier Haeckels™ Defi-
nition von Stammzellen. Er limitierte den Begriff auf Zellen, die heute als primordiale Keimzellen
und Keimbahnstammzellen bezeichnet werden (3).

Parallel dazu formulierte Artur Pappenheim in der Hdmatologie die Verwandtschaft der roten und
weilRen Blutzellen und deren Abstammung von einer gemeinsamen Stammzelle (4,5). Alexander
Maximow Ubernahm 1909 die Stammzellentheorie in seiner Beschreibung des Lymphozyten (6)
und gilt heute als Begriinder des hamatopoetischen Stammzellenkonzepts (5—7). Eine eindeutige
Charakterisierung und Isolierung hamatopoetischer Stammzellen war 1961 bzw. 1963 mdglich.
Hier prasentierten Till und McCulloch eine Methode zur quantitativen Erfassung kontinuierlich
proliferierender Zellen und beschrieben deren Differenzierbarkeit (3,8,9). Seitdem wurden viele
neue, gewebsspezifische Stammzellen entdeckt, darunter die dentalen Stammzellen. Sie bilden

eine vielversprechende Grundlage fur zukunftige Therapiemdglichkeiten in der Zahnmedizin.
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1.2 Charakterisierung von Stammzellen

1.2.1 Begriffsklarung und Definition

Laut heutigem Verstandnis haben Stammzellen zwei wichtige Eigenschaften, die sie von anderen
Zellen unterscheiden. Zum einen sind sie undifferenzierte Zellen mit der Fahigkeit zur
kontinuierlichen Selbsterneuerung mittels Zellteilung. Zum anderen besitzen sie die Fahigkeit zur
Differenzierung in spezialisierte Effektorzellen und transiente Vorlauferzellen, die auch
Progenitorzellen genannt werden (10). Letztere beschreiben proliferative Zellen, die nur in eine
Zellart differenzieren und deren Fahigkeit zur Selbsterneuerung limitiert ist (11,12). Das
Differenzierungspotential einer Stammzelle muss mindestens zwei unterschiedliche Zelltypen
umfassen (13).

Stammzellen sind in Gewebearealen lokalisiert, die als Stammzellnischen (stem cell niches)
bezeichnet werden (14). Diese Gewebebereiche verankern Stammzellen mittels Adh&sions-
molekilen und generieren extrinsische Faktoren zur Regulierung von Zellzahl, Zellfunktion und
Zellschicksal (15). Sie bilden dadurch auch eine Kontrollinstanz zum Schutz vor Zelliber-

proliferation (16).

1.2.2 Kategorisierung von Stammzellen

Dem Differenzierungspotential nach kdénnen totipotente, pluripotente, multipotente, oligopotente
und unipotente Stammzellen unterschieden werden. Ein Beispiel fir eine totipotente Stammzelle,
welche das groRte Differenzierungspotential hat, ist die befruchtete Eizelle. Aus ihr gehen weiter
spezialisierte, pluripotente und multipotente Stammzellen hervor (17). Pluripotente Stammzellen
differenzieren zu Zellen aller drei Keimblatter, wohingegen multipotente Stammzellen zu
Geweben eines einzelnen Keimblatts differenzieren (18). Laut Kolios differenzieren oligopotente
Stammzellen zu zwei oder mehr Zelllinien innerhalb eines Gewebes, unipotente Stammzellen
haben die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und differenzieren nur zu Zellen einer Zelllinie (18).

Embryonale Stammzellen (ESCs) und induzierte pluripotente Stammzellen (iPSCs) gehéren zu
den pluripotenten Stammzellen. Zu den multipotenten Stammzellen zdhlen mesenchymale und
hamatopoetische Stammzellen, die eine Gruppe der adulten Stammzellen (ASCs) bilden (18,19).
Die iPSCs entstehen durch Reprogrammierung von adulten somatischen Zellen mittels
Transkriptionsfaktoren (20,21). Sie stellen eine vielversprechende Alternative dar, da sie die

Vorteile von ESCs und ASCs zu nutzen scheinen, ohne deren Nachteile zu iUbernehmen. Weitere
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Methoden zur Gewinnung von iPSCs sind die Uberfiinrung von Nuklei somatischer Zellen in
Oozyten und die Fusion somatischer Zellen mit ESCs (22). Fir die regenerative Zahnmedizin
haben iPSCs offenbar groRes Potential, der klinische Einsatz ist bisher aber nicht absehbar.
Teng et al. sieht hier noch grundlegende Probleme und Unklarheiten im Umgang mit iPSCs. So
ist deren Herstellung noch zeitaufwandig, teuer und mit Qualitats- und genetischen Stabilitats-
schwankungen verbunden (23). AuRerdem wurde eine gesteigerte kanzerogene Entartung von
iPSCs auf die fir die Reprogrammierung genutzten Retroviren und Transkriptionsfaktoren
zurtckgefuhrt (23,24).

Die ethische Problematik der embryonalen Stammzellenforschung ist bereits weitlaufig bekannt
und viel diskutiert. Die Zerstérung des Embryos bei der Isolierung dieser Stammzellen ist nicht
die einzige Schwierigkeit im Umgang mit ESCs. Weitere Hiirden sind ihre Ahnlichkeit zu Tumor-
zellen und ihr tumorbildendes Potential, was zu teratomartigen Tumoren fiihren kann. Diese
eingeschrankte Kontrollierbarkeit von Zellwachstum und Zelldifferenzierung stellt eine groRe
Herausforderung fur die Transplantationsmedizin dar (25,26).

Die drei Keimblatter, aus welchen alle Arten menschlichen Gewebes entstehen, sind
Zellschichten wahrend der Embryonalentwicklung und heien Ektoderm, Mesoderm und
Endoderm (18). Die Odontogenese beruht dabei auf Interaktionen zwischen dem Ektoderm und
dem Ektomesenchym der Neuralleiste (27,28), welche in der Literatur auch als viertes Keimblatt
bezeichnet wird (29). Mit Ausnahme der Ameloblasten gehen alle dentalen Zellen aus dem
ektomesenchymalen Gewebe der Neuralleiste hervor, weshalb dentale Stammzellen zur Gruppe
der Neuralleistenstammzellen gezahlt werden (28,30). Ameloblasten sind die einzigen dentalen
Zellen aus dem ektodermalen Epithelgewebe und gehen wahrend des Zahndurchbruchs beim
Menschen verloren. Daher kdnnen keine humanen dentalen epithelialen Stammzellen isoliert
werden (31).

1.3 Dentale Stammzellen (DSCs)

1.3.1 Odontogenese

Die Odontogenese beginnt ab der finften Embryonalwoche. Es wird zunachst eine primare Zahn-
leiste im ersten Kiemenbogen des Embryos gebildet. Dafir stllpt sich Epithelgewebe des
Ektoderms in das darunter liegende Gewebe der Neuralleiste (Ektomesenchym) (31,32). Aus
dieser primaren Zahnleiste geht sowohl die erste Dentition (Milchzdhne) hervor als auch eine

laterale, sekundare Zahnleiste. Letztere stellt den Ursprung der zweiten Dentition dar (33). Die
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Zahnbildung wird ihrem Verlauf nach in Knospen-, Kappen- und Glockenstadium unterteilt. Das
Knospenstadium ist durch eine lose Zellansammlung charakterisiert. Dies sind ektodermale und
ektomesenchymale Zellen. Im Kappen- und Glockenstadium steht Wachstum eines Zahnkeimes
und dessen Mineralisierung im Mittelpunkt (27). Das geschieht durch Zellorganisation. Der
Zahnkeim besteht aus dem Schmelzorgan, der Zahnpapille und dem Zahnfollikel (34). Aus dem
Schmelzorgan (ektodermale Epithelzellen) gehen schmelzbildende Ameloblasten hervor. Von der
Zahnpapille stammen Pulpazellen und dentinbildende Odontoblasten. Aus dem Zahnfollikel bildet
sich parodontales Gewebe wie Zementoblasten, Osteoblasten und Fibroblasten (34). Der
Zahnfollikel ist aulRerdem essenziell fir die Steuerung des Zahndurchbruchs (35). Er ist ein loser
Gewebesack, der den nicht durchgebrochenen Zahn umgibt und undifferenzierte DSCs
beherbergt (35). Da die Entwicklung der Weisheitszahne erst postnatal erfolgt (36), kénnen
undifferenzierte Stammzellen bei der Extraktion retinierter dritter Molaren unkompliziert ge-
wonnen werden.

Die zu isolierenden DSCs kdnnen ihrem primaren Differenzierungspotential nach in zwei grole
Gruppen unterteilt werden. DSCs, die mit dem Gewebe der dentalen Pulpa assoziiert sind und

DSCs, die sich zu parodontalem Gewebe entwickeln (32).

1.3.2 Das Potential dentaler Stammzellen

DSCs sind im Gegensatz zu ESCs leicht zu isolieren und ethisch unbedenklich, da sie aus
retinierten Weisheitszahnen oder Milchzahnen nach Extraktion gewonnen werden. Dieses
Zahngewebe ist klinisch nicht relevant und wird ansonsten entsorgt. Die Isolierung kann nicht bei
Bedarf erfolgen, sondern ist nur in einer bestimmten Zeitspanne moglich. Diese ist nach
Zahnextraktion oder Zahnwechsel verstrichen. Es ist deshalb unumganglich, DSCs vorzeitig zu
isolieren und sie in Stammzellbanken mittels Kaltekonservierung zu lagern, bis sie gebraucht
werden. Von Vorteil ist, dass diese autologen (korpereigenen) Zellen ein Hochstmall an
Biokompatibilitat versprechen. Bei Geweberegeneration/Defektdeckung kénnten sie somit den
Einsatz korperfremder Materialien obsolet machen. Zu den nicht autologen Materialien gehéren
beispielsweise Knochenersatzmaterialien xenogener (Tierknochen: Bio-Oss vom Rind (37)) oder
alloplastischer (synthetisch hergestellt: Kalziumkarbonat, Hydroxylapatit (37)) Herkunft. Der
Abbau und Verlust osteogener Strukturen ist in der Zahnmedizin ein wichtiges Thema. So ist die
fortgeschrittene Parodontitis durch generalisierten Knochenabbau gekennzeichnet. Daruber
hinaus erschweren Verlust des Alveolarknochens nach Zahnextraktion und Kieferkammatrophie
beim zahnlosen Patienten dessen prothetische Versorgung. Fir den Einsatz DSCs zur
parodontalen Geweberegeneration spricht, dass sie die Stammzellen fiir dieses Gewebe sind.
Das erdffnet neue Perspektiven des dentalen, oralen und kraniofazialen Gewebemanagements

und bietet innovative Behandlungsansatze fir aktuelle Probleme der Zahngesundheit. Neue
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Therapiekonzepte umfassen neben der Parodontologie auch den Einsatz in der Endodontie zur
Revaskularisierung (32,38,39).

1.3.3 Verschiedene Arten DSCs und ihre Kategorisierung

DSCs sind, mit Ausnahme der nicht isolierbaren Ameloblasten-Stammzellen, multipotente,
mesenchymale Stammzellen (MSCs) (40). Sie gehdéren zu den somatischen Stammzellen
(SSCs), die mit den Keimbahnstammzellen die Gruppe der ASCs bilden. Multipotente ASCs sind
starker spezialisiert als pluripotente ESCs und differenzieren daher nicht in Zellen aller drei
Keimblatter, sondern sind auf Gewebe eines Keimblattes beschrénkt. Hier erneuern sie
differenzierte Zellen, die durch Trauma oder Apoptose verloren gingen. Dieses eingeschrankte
Differenzierungspotential multipotenter Stammzellen wird in englischsprachiger Fachliteratur als
slineage restriction“ benannt (41). Jlingere Publikationen berichten, dass auch eine gewebs-
Ubergreifende Differenzierbarkeit von ASCs moglich ist (42,43). Das wird als Plastizitat
bezeichnet und mit Transdifferenzierung oder Zell-Zell Verschmelzungen erklart (42,43). Eine
aktuelle Studie zeigt die Transdifferenzierung von ASCs (dentale Stammzellen aus dem
parodontalen Ligament, siehe nachster Abschnitt) zu retinalen Ganglienzellen (44). Bei
pathologischen Veranderungen der Retina konnte dies eine neue, stammzellbasierende
Therapiemethode darstellen (44).

Die zwei groRen Gruppen DSCs bestehen aus funf unterschiedlichen DSC-Arten. Die erste
Gruppe, die mit dem Gewebe der dentalen Pulpa assoziiert ist, beinhaltet dentale
Pulpastammzellen (DPSCs), DSCs aus exfoliativen Milchzdhnen (SHED) und DSCs von der
apikalen Papille (SCAP). Die zweite Gruppe, deren Zellen sich zu parodontalem Gewebe
differenzieren, bilden Stammzellen aus dem parodontalen Ligament (PDLSCs) und dentale
Follikelvorlauferzellen (DFPCs) (32). In Nagetierzahnen konnte eine weitere Art DSCs untersucht
werden. Diese dentalen epithelialen Stammzellen sind mit der konstanten Regeneration von
Schneidezadhnen assoziiert, beim Menschen aber wie erwédhnt nach Zahndurchbruch nicht mehr
vorhanden (32,45). Aus diesem Grund werden sie hier nicht naher thematisiert.

Im Jahr 2000 isolierte Gronthos et al. die ersten dentalen Stammzellen aus der Pulpa von
extrahierten Weisheitszahnen erwachsener Menschen (46). Er nannte sie dentale
Pulpastammzellen (DPSCs) und verglich sie mit bereits charakterisierten menschlichen,
mesenchymalen Knochenmarksstammzellen (BMSCs). Es wurde dargelegt, dass DPSCs
klonogene, proliferierende Zellen sind und eine &hnliche Stammzellmarkerexpression wie
Knochenmarksstammzellen (BMSCs) aufweisen, darunter STRO-1 und CD146. In vitro bilden sie
kalzifizierte Ablagerungen und im Tierversuch dentin- und pulpadhnliche Strukturen (46). lhr
Differenzierungspotential umfasst neben Odontoblasten und Osteoblasten auch Muskelzellen,

Fettzellen, Neuronen, Chondrozyten und sogar Hepatozyten (47-50). In einer in vivo Studie mit
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menschlichen Probanden konnte 2009 bereits die Bildung von Kieferknochen zur Regeneration
von Extraktionsdefekten nachgewiesen werden. Dies geschah mit einem Biokomplex aus
Kollagenschwamm und autologen DPSCs (51,52).

Im Laufe der Zeit wurden weitere DSCs in unterschiedlichen Regionen menschlichen
Zahngewebes entdeckt. So isolierte Miura et al. DSCs aus exfoliativen Milchzahnen (SHED) (53).
Er charakterisierte sie als stark proliferierende, klonogene Zellen mit gutem Differenzierungs-
potential, welches in vitro neuronale Zellen, Odontoblasten und Adipozyten umfasst. Nach
Transplantation in Mausen differenzieren SHED in vivo zu Dentin und neuem Knochengewebe.
Sie exprimieren ahnlich wie DPSCs die frihen mesenchymalen Stammzellmarker STRO-1 und
CD146 (53).

Eine weitere Art DSCs wurde von der apikalen Papille (SCAP) der Wurzel menschlicher Zéhne
isoliert (54). Viele der von DPSCs exprimierten Oberflichenmarker werden auch von SCAP
exprimiert, darunter Stro-1 und CD146. Laut Sonoyama et al. sind SCAP eine eigenstandige
Population und kénnen eindeutig von DPSCs unterschieden werden, da sie im undifferenzierten
Stadium CD24 als spezifischen Oberflachenmarker besitzen. Des Weiteren zeigen sie gréliere
Fahigkeit zur Geweberegeneration und hohere Telomerase-Aktivitdt. Um die Gewebe-
regeneration zu untersuchen, wurden SCAP zusammen mit PDLSCs im Schweine-Tierversuch
transplantiert. Ziel war es, neues wurzel- und parodontartiges Gewebe zu generieren. Laut
Sonoyama et al. bildete sich ein Gewebeblock, der weniger Druckfestigkeit hatte als das
urspringliche Gewebe, aber dennoch in der Lage war eine Porzellankrone zu stiitzen und die
Zahnfunktion wieder herzustellen (54). Aus Nagetierzahnen isolierte SCAP konnten in vitro zu
Odontoblasten differenziert werden (55). In anderen Studien wurde belegt, dass SCAP aus
menschlichen Molaren nach Kryolagerung weiterhin ihr Differenzierungspotential besitzen (56)
und in vitro osteogen differenziert werden kénnen (56,57).

Menschliche Stammzellen aus dem parodontalen Ligament (PDLSCs) wurden erstmals von Seo
et al. isoliert und charakterisiert (58). Er stellte dar, dass PDLSCs Stammzellmarker Stro-1 und
CD146 exprimieren und in vitro zu Zementoblasten, Adipozyten und kollagenbildenden Zellen
differenzieren. Im in vivo Tierversuch besitzen PDLSCs die Fahigkeit zur Bildung und
Regeneration parodontalen Gewebes (58). Andere Studien bestatigen in Tierversuchen mit
Mausen und Schweinen die in vivo Differenzierung von PDLSCs zu parodontalem Gewebe
(59,60). Mit der Isolierung von PDLSCs aus kryokonserviertem, parodontalem Gewebe wurde
darUber hinaus bewiesen, dass lebensfahige, adulte dentale Stammzellen aus konservierten
Gewebeproben isoliert werden kénnen, welche zur Lagerung eingefroren wurden (61).

Die flnfte Gruppe menschlicher DSCs wurde erstmals von Morsczeck et al. isoliert und
charakterisiert. Dies sind Stammzellen aus dem Zahnfollikel, welche dentale Follikelzellen oder
dentale Follikelvorlauferzellen genannt werden (DFVs/DFCs/DFPCs) (62). Sie werden als
fibroblastenartige, osteogene Vorlduferzellen beschrieben, die wie BMSCs mittels Plastik-

Anhaftung isoliert werden kénnen und koloniebildende Eigenschaften aufweisen. Humane DFVs
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exprimieren die Stammzellmarker Notch-1 und Nestin (62). Die beiden werden als geeignete
Marker fir dentale Stammzellen angesehen (62,63). Notch-1 gilt auch als Marker fir neurale
Stammzellen (62,64). Bei der tierischen Odontogenese inhibiert Notch-1 die Ameloblasten-
Bildung (65). Eine Herunterregulierung von Notch-1 hat somit aktivierende Wirkung bei der
Differenzierung epithelialer Zellen zu Ameloblasten (66). Nestin wird in undifferenzierten,
neuralen Vorlduferzellen exprimiert, I&sst sich wahrend der Odontogenese in Odontoblasten
nachweisen und wird als Odontoblastenmarker postuliert (62,67,68). In vitro Untersuchungen
zeigen die Differenzierung von DFVs in Zementoblasten, Osteoblasten und neurale Zellen. Im in
vivo Tierversuch konnte neben gesteigerter Expression von Osteoblastenmarkern eine Differen-

zierung zu Zement und parodontalem Ligament nachgewiesen werden (62,69-73).

1.3.4 Probleme bei der Verwendung DSCs

In der Allgemeinmedizin sind adulte Stammzellen als Therapieform in vielen Bereichen bereits
Routine. So werden hamatopoetische Stammzellen mittels Bluttransfusion bei der Sichelzell-
anamie oder bei der Therapie von Leukdmie eingesetzt (74). Weitere etablierte stammzell-
basierende Therapieformen sind die Transplantation kunstlicher Haut aus Keratinozyten (75,76)
und die Transplantation kornealer, epithelialer Stammzellen aus dem limbus corneae zur
Therapie eines Ulkus der Cornea (75,77). Die autologe Transplantation von Chondrozyten bei
geschadigtem Knorpelgewebe ist ebenfalls eine auf Zelltransplantation beruhende, klinisch
relevante Therapieform (75,78). Die hier transplantierten Chondrozyten sind allerdings keine
Stammzellen, sondern bereits differenzierte Zellen. Auch bei anderen Erkrankungen wie
Parkinson, Diabetes, Multiple Sklerose, kardiovaskuldre Erkrankungen und Autoimmun-
erkrankungen werden stammzellbasierende Therapiekonzepte untersucht (75,79).

Im Gegensatz dazu kommt man in der Zahnmedizin langsamer voran. Obgleich DSCs seit
einigen Jahren intensiv erforscht werden, sind stammzellbasierte Therapien noch nicht im
klinischen Alltag angekommen.

Das Stammzellenbanking mittels Kryokonservierung ist die etablierte Methode zur Lagerung von
DSCs (80), birgt flr den klinischen Einsatz aber noch Probleme. So ist die Verwendung eines flr
Zellen und Patienten nicht-toxischen Konservierungsmediums wichtig, welches hohe
Zelliberlebensraten garantiert und eine sofortige Verwendung der Zellen ohne vorherige
Waschdurchgange ermdglicht. Der noch haufig eingesetzte Kryoprotektor Dimethylsulfoxid
(DMSO) kann fur Patienten jedoch toxisch sein und macht zellstrapazierende Waschvorgange
unumganglich (80-82). Menschliche und tierische Serumproteine sind ebenfalls problematisch,
da die Gefahr der Kontamination mit Viren und die Ubertragung von Prionen oder anderen

Allergie-auslésenden Pathogenen besteht (80). Es gibt bereits positive Studien zu serumfreien
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Konservierungsmedien, die aber Uber eine erhdhte Anzahl apoptotischer Zellen berichten oder
noch geringe Mengen DMSO verwenden (83,84).

Ahnlich wie Blutpréaparate miissen DSCs fiir zukiinftige Einsatze am Patienten transportiert und
bei Bedarf bis zur Anwendung eingelagert werden. Dies erfordert eine sachgerechte Verpackung,
die Kontamination vermeidet und die Zellen Uber einen unbestimmten Zeitraum am Leben halt
(85). Um den Einsatz dentaler Stammzelltherapien in der Zahnarztpraxis zu ermoéglichen, muss
ein Weg gefunden werden, die Zellen gebrauchsfertig und sofort applizierbar zu liefern (80).
Missen Stammzellen erst aufgetaut, gewaschen und vorbereitet werden, kann die Behandlung
aus organisatorischen Grinden somit nur im Krankenhaus erfolgen.

Studien und klinische Einsatzformen bendtigen mehrere Millionen Zellen pro Anwendung, die in
dieser Menge nicht isoliert werden kénnen. Ein Populationsausbau mittels in vitro Zellkultivierung
ist somit unumganglich. Fragestellungen in Bezug auf Kosteneffizienz, Automatisierung,
Standardisierung und Herstellung klinisch relevanter, hochqualitativer Zellmengen sind noch
offen (86). Laut Kirouac et al. fehlen Strategien und Richtlinien, um gro® angelegte
Zellexpansionen kosteneffizient und auf gleichbleibendem Qualitatsniveau durchzufthren (87).
Die verwendeten Materialien und Methoden zur Zellkultivierung wie zweidimensionale (2D) und
statische Kaultivierungssysteme, Well-Platten und Flasks werden diesen Anforderungen nicht
gerecht. Das liegt unter anderem an einer begrenzten Wachstumsflache pro Volumeneinheit und
der Kontaminierungsgefahr bei Verwendung mehrerer Flasks (82,86). Zur Umgehung dieser
Probleme liegt der Fokus auf den in der Pharmazie verwendeten Bioreaktoren mit drei-
dimensionaler, bewegter Zellkulturumgebung (86).

Problematisch ist, dass die Anzahl an mdglichen Zellteilungen in Zellkulturen unter
Standardbedingungen limitiert ist (88). Der Grund hierfir ist, dass humane MSCs in einen
zellalterungséahnlichen Zustand Ubergehen, der als Seneszenz bezeichnet wird. Gezeigt wurde
dies zum Beispiel bei MSCs aus menschlichem Knochenmark (89) oder bei dentalen
Stammzellen wie DPSCs und SCAP (90).

1.4 Seneszenz

1.4.1 Definition zellularer Seneszenz

In vitro kultivierte mesenchymale Stammzellen proliferieren nicht unbegrenzt und weisen eine
limitierte Lebenserwartung auf, vergleichbar mit einfachen somatischen Zellen (91). Dieses

Phanomen wurde bereits in den sechziger Jahren bei der in vitro Expansion menschlicher
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Primarzellen entdeckt, was zunachst mit technischen Problemen bei der Kultivierung assoziiert
wurde (92). Es konnten jedoch charakteristische Modifikationen des Zellprofils dokumentiert
werden, die unabhangig von Laborparametern waren. So beschrieb Hayflick den Verlauf dieser
Veranderungen anhand eines reproduzierbaren Dreiphasenmodells (92,93). Aus menschlichem
Gewebe isolierte, diploide Primarzellen weisen dabei Konfluenz in Phase | auf und eine
aulerordentliche Steigerung der Proliferationskapazitat in Phase Il. Bleiben Einflisse aus, die zur
Immortalisierung der Zellen filhren, erfolgt der Ubergang zur Phase lIl. Jene geht mit dem
stetigen Abbau der Zellaktivitdt einher. So zeigen Zellen in diesem Stadium verldngerte
Generationszeiten, allmahlichen Stillstand mitotischer Aktivitat, Anhaufung zellularen Debris und
eine Degenerierung der Zellkultur. Hayflick interpretierte dieses Phanomen als Alterungsprozess
oder Seneszenz auf zellularem Level (92,93). Basierend auf Hayflicks Thesen versteht man
heute unter zelluldrer Seneszenz einen kontinuierlichen Alterungsprozess, welcher in einem
irreversiblen Stopp des Zellzyklus in der G1 Phase kulminiert, was schlieBlich zum Verlust der
proliferativen Fahigkeiten fuhrt (94). Der Zellzyklus eukaryontischer Zellen besteht aus Interphase
und Mitose (M-Phase). Die Interphase stellt 95% des Zyklus dar und wird in G1-, S- und G2-
Phase unterteilt (95). G1- und G2-Phase sind Licken- und Wachstums-Phasen (Gap-/Growth-
Phases) mit Kontrollpunkten, in denen Zellwachstum und die Vorbereitung auf S-Phase und
Mitose im Mittelpunkt stehen (95,96). Zellen, die den Zyklus verlassen, treten von der G1- in die
GO0-Phase (95,96). Die S-(Synthese) Phase steht fir die DNA-Replikation (95,96). In der M-
Phase erfolgt die Zweiteilung der Chromosomen (Mitose) und des Zellkerns (Karyokinese) mit

anschlieBender Teilung der Zelle (Cytokinese) (97).

Die M-Phase wird unterteilt in:

* Prophase (Chromosomen-Kondensation)

* Prometaphase (Auflésung der Kernhille und Bildung des Spindelapparates)

e Metaphase (Aufreihung der Chromosomen in der Aquatorialebene)

* Anaphase (Teilung der Chromatiden eines Chromosoms und Transport dieser
Tochterchromosomen zu den entgegengesetzten Zellpolen)

* Telophase (Bildung von Kernhillen und Zellkern-Nukleoli, Aufldsung des Spindelapparates
und Dekondensierung der Chromosomen)

Die Bildung zweier identischer Tochterzellen ist mit der Zellteilung (Cytokinese) abgeschlossen

(97).

1.4.2 Replikative und vorzeitige zellulare Seneszenz

Die Einschrankung der Zell-Teilungsfahigkeit trat bei Hayflicks untersuchten Zellen nach vierzig

bis sechzig Zellteilungen auf, was heute als Hayflick Limit bezeichnet wird (92,93,98). Da dies
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durch Replikationsvorgange erreicht wird, heil3t diese Form replikative zellulare Seneszenz und
ist charakterisiert durch eine kontinuierliche Verkirzung von Telomeren (99). Das wird als eine
Art Timerfunktion (mitotic clock) zur Limitierung der Anzahl méglicher Zellteilungen interpretiert
(100). Beim Menschen haben Telomere eine Grofle von bis zu 14 Kilobasenpaaren (kbp), das
Hayflick-Limit liegt bei ungefahr 7 kbp (101,102). Telomere sind Endsegmente (end-caps) von
Chromosomen, verhindern die Fusion mit anderen Chromosomenenden und sorgen fir
Unversehrtheit und Stabilitat. So gewahrleisten sie einen korrekten Replikationsablauf (101,103).
Sie bestehen aus repetitiven, doppelstrangigen Basenpaarsequenzen (TTAGGG) und Proteinen
(101,104). Bei jedem Replikationsdurchgang verklrzen sich die Endsegmente, da die DNA-
Polymerase sie nicht synthetisieren kann. Das fuhrt zum Verlust von Erbinformation und wird als
End-Replikations-Problem (end-replication problem) bezeichnet (104). Bei der Replikation
entspiralisiert das Enzym Topoisomerase zuerst die DNA-Doppelhelix und die Helikase trennt die
Basenpaare durch Auflésung der Wasserstoffbricken (105,106). Dabei entstehen zwei einzelne
DNA-Strange mit entgegengesetzten 5°- und 3'-Enden. Sie werden Leit- und Folgestrang
genannt. Fir die Bildung neuer DNA-Abschnitte fungieren sie als Matrize und geben so die
Nukleotid-Reihenfolge der neuen Komplementarstrange vor (107). Dafiur dockt die DNA-
Polymerase an das 3'-Ende des Matrizenstranges an. Sie synthetisiert den Komplementarstrang
beginnend an seinem 5°-Ende (107). Ein RNA-Primer ermoglicht die Polymerase-Matrizen-
Bindung durch Bereitstellung einer OH-Gruppe (108). Am Leitstrang wird dieser Primer nur zu
Beginn der Synthese bendtigt, weil die Laufrichtung von Helikase und DNA-Polymerase identisch
ist. Die DNA-Synthese erfolgt daher kontinuierlich ohne abzusetzen. Am Folgestrang laufen
DNA-Polymerase und Helikase entgegengesetzt. Die DNA-Synthese ist somit nur ab-
schnittsweise mdglich, dhnlich der Rickstichtechnik beim Nahen. Mit Hilfe des Primers dockt die
Polymerase dabei wiederholt an und ab (109). Die synthetisierten DNA-Abschnitte zwischen den
Primern heilRlen Okazaki-Fragmente (108). Nach Herausschneiden aller Primer erfolgt der
Lickenschluss mittels DNA-Polymerase. AnschlieRend verbindet eine Ligase diese Abschnitte.
Am Telomerabschnitt, an dem sich der endstandige Primer befand, wird wegen fehlender OH-
Gruppe keine neue DNA synthetisiert, was der Grund fur die Telomerverkirzung ist (107). Um
dieses Problem zu umgehen, wird Telomerase bendtigt. Sie umfasst die Untereinheiten hTR
(human telomerase RNA) und hTERT (human telomerase reverse transcriptase). Die hTR bildet
ein RNA-Template, welches das Ende der Telomersequenz am Matrizenstrang erkennt und dort
andockt. Anschlielend verlangert hTERT die Matrizenenden komplementar zum RNA-Template
(110). An diese Erweiterung setzt ein RNA-Primer an und stellt die fehlende OH-Gruppe zur
Verfigung. Nun kann eine Polymerase neue DNA komplementdr zum Telomer-Endstick
synthetisieren. Beim Menschen ist das Telomerase-Enzym in den meisten Zellen nicht oder in zu
geringen Mengen vorhanden um kontinuierlicher Telomerkirzung entgegenzuwirken (111,112).

Mittlerweile sind weitere Umstande bekannt, die Seneszenz in vitro und in vivo induzieren, bevor

Telomerverkirzungen auftreten. In der Literatur wird das als vorzeitige zelluldre Seneszenz

10
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bezeichnet (113). Es handelt sich um stressinduzierte und onkogeninduzierte Seneszenz sowie
Seneszenz durch Verlust von Tumorsuppressorfunktionen.

Stressinduzierte Seneszenz bezieht sich auch auf die Anpassung von frisch isolierten Zellen an
eine kunstliche in vitro Umgebung. Hier fihren Stressfaktoren zu einem Kulturschock, was in
vorzeitiger Seneszenz kulminiert (114). Zu diesen zahlen veranderte Konzentrationen von
Nahrstoffen und Wachstumsfaktoren, das Fehlen von extrazellularen Matrixkomponenten und
umgebenden Zellarten sowie erhdhter Sauerstoffgehalt (113). Letzterer fuhrt in der Zelle zu
oxidativem Stress. Das bedeutet ein Ungleichgewicht zwischen reaktiven Sauerstoff-
verbindungen (ROS, reactive oxygen species) und antioxidativen Schutzmechanismen (115,116).
Beispiele fur ROS sind Wasserstoffperoxid (H20,), Superoxid-Anionenradikal (O,) und das
Hydroxyl (OH)-Radikal (115,116).

Der Verlust von Tumorsuppressoren kann ebenfalls vorzeitige Seneszenz induzieren. In einer
Studie wurde verdeutlicht, dass die Inaktivierung des Tumorsuppressors PTEN, ein
Phosphatase-Enzym bei Singaltransduktionen zur Steuerung der Zellproliferation, zellulare
Seneszenz triggert (117,118).

Auch die onkogen induzierte Seneszenz (OIS) ist ein Tumorsuppressor-Mechanismus.
Onkogene stdren die kontrollierte Zellproliferation und sind tumorférdernd (119,120). Ein Beispiel
daflr ist das zum Onkogen mutierte Protoonkogen Ras. Protoonkogene sind Gene, die Proteine
zur Regulierung der Zellproliferation kodieren und bei einer Mutation zu Onkogenen werden
(121). Im Falle von Ras fuhrt diese sogenannte gain-of-function Mutation zur Kodierung eines
Proteins, das die Zellproliferation unkontrolliert promotet (121). Die dadurch aktivierten Tumor-
suppressoren (Beschreibung im folgenden Kapitel) fihren zu Seneszenz (122,123). Bei diesen
Seneszenz-Prozessen spielen die Proteine 53 (p53), 16 (p16) und RB (pRB; Retinoblastom) eine

zentrale Rolle, was im folgenden Kapitel erlautert wird.

1.4.3 Zellulare Seneszenz - Signalwege, physiologische Prozesse und

Marker

Seneszenz ist eine wichtige Komponente in komplexen physiologischen Prozessen mit sowohl
zutraglicher als auch schadigender Wirkung. Dieser paradoxe Umstand wird mit der
Entwicklungstheorie des Alterungsprozesses erklart und als ,antagonistische Pleiotropie®
bezeichnet (124,125). Dabei haben biologische Prozesse wie Seneszenz in jungen Organismen
positive Effekte wie Tumorsuppression und Geweberegeneration. In gealterten Geweben kommt
Seneszenz jedoch gehauft vor und spielt hier eine Rolle bei der Tumorpromotion, beim
Alterungsprozess und bei Krankheiten (124-127). Dieser negativ-férdernde Einfluss wurde
gezeigt bei Melanomen, Brust-, Prostata-, Haut- und Schleimhauttumoren (128-131), beim

altersbedingten Muskelschwund (Sarkopenie) (132-134), bei Adipositas und beim Typ II-
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Diabetes (122,135-137). Auch bei Alzheimer, Arthrose und Parkinson sind seneszente Zellen
nachgewiesen, wobei ihre Rolle dort noch zu klaren ist (122,138-141). Mittlerweile sind funf
Seneszenz-Signalwege dokumentiert, die auf DNA- und Zellschaden beruhen. lhre Trigger sind
unter anderem die in Kap. 1.4.2 beschriebenen Induktoren replikativer und vorzeitiger Seneszenz
(122). Diese Ausloser-Faktoren aktivieren Zellzyklus-Inhibitoren, welche wiederum Mediatoren
und das Tumorsuppressor-Protein RB (TS-pRB) steuern. Letzteres induziert als zentraler
Zyklusinhibitor Seneszenz (122) (Abb. 1). Dabei reguliert das TS-Protein 53 (p53) in mehreren
Signalkaskaden den Zellzyklus. Es agiert als Seneszenz-Mediator, indem es ein weiteres TS-
Protein (p21) aktiviert, beeinflusst Reparaturmechanismen und leitet bei irreparablen DNA-
Schaden Apoptose ein (122,142) (Abb. 1). Im Gegensatz zur Seneszenz ist Apoptose ein
programmierter Selbstmord der Zelle (143). In Seneszenz-Pathways spielt auch p16 (p16/INK4A)
eine wichtige Rolle, das neben p53 zu den zentralen Tumorsuppressoren gehdrt (122). Die
inhibitorische Funktion der TS-Proteine beruht bei Seneszenz-Kaskaden auf der Hemmung von
Cyclinen und Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKs) (Abb.1). Dadurch unterbleibt die
Phosphorilierung von pRB, wodurch der Ubergang von G1- zur S-Phase inhibiert wird und die
Zellen seneszent werden (144,145). Zum besseren Verstandnis dieser Mechanismen werden im

folgenden ausgewahlte Signalkaskaden und physiologische Prozesse naher erlautert.

1.4.3.1 Molekulare Mechanismen - Signalwege und Trigger

Die Grunde fiur Mutationen und DNA-Schaden sind vielfaltig. Dazu gehéren Telomerverkirzung
und Fehler bei der Replikation, genomische Instabilitat bei Tumorzellen und externe Einfliisse wie
Radiatio oder UV-Strahlen (122,146). Die Zellantwort darauf ist eine Signaltransduktionskette
namens DDR (DNA damage response). Als sensorisches Netzwerk erkennt es DNA-Lasionen
wie DSBs (double strand breaks; Doppelstrangbriiche) und ssDNA (single stranded DNA;
Einzelstrange). Das geschieht mittels Proteinkinasen-Pathways ATM-CHK2 und ATR-CHK1,
wobei Crosstalk zwischen beiden Wegen vermutet wird (146-148) (Abb.1). Diese Signalwege
steuern Zellzyklus-Checkpoints (Intra-S; G2), welche Stopps fir Reparaturmechanismen initiieren
kénnen. Das p53 wird vom ATM-CHK2-Pathway aktiviert (Abb.1). Als G1-Checkpoint-
Mechanismus induziert es Seneszenz Uber p21 oder Apoptose und beeinflusst die
Reparaturablaufe (149,150). Je nach Art des DNA-Schadens kommen finf verschiedene
Reparatur-Mechanismen zum Einsatz (151-153): Bei Replikations-Fehlern mit falsch eingefiigten
Basen werden diese Stellen mit MMR (mismatch repair) entfernt und repariert. Bei kleineren
Lasionen entfernt und ersetzt BER (base excision repair) geschadigte DNA-Basen mit ihren
dazugehdrigen Nukleotiden. NER (nucleotide excision repair) kommt bei gréReren Schaden mit
Veranderung der DNA-Helix zum Einsatz. Es ist mit Uber drei3ig beteiligten Reparatur-Proteinen

komplexer als BER, wobei sich Stérungen im NER-Komplex in Erkrankungen wie Xeroderma
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picmentosum manifestieren (151). Werden DSBs repariert, geschieht dies entweder mit HR
(homologous recombination) oder NHEJ (non-homologous end-joining). Der HR-Pathway nutzt
zur Reparatur die genetische Information des unbeschadigten Tochterchromatids. Bei der NHEJ-
Methode werden DSBs durch direkte Verbindung der Bruchendstiicke beseitigt.

Zellen sind verschiedensten Stress-Formen ausgesetzt, darunter chemotherapeutische Medi-
kamente, Onkogene (tumorférdernde Gene), Zellkulturstress, Entziindungsprozesse, Telomer-
verkirzung und andere DNA-Schaden. Viele davon triggern Seneszenz-Pathways, wobei ihnen
ein erhohtes Level an reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS) gemein ist (122,154). Wird ROS
nicht von antioxidativen Mechanismen neutralisiert, 16st es Uber einen MAP-Kinase- (MAPK;
mitogen-activated protein kinase) Pathway auch in vivo Seneszenz aus (155,156). Dabei spielt
es nicht nur bei der DDR eine Rolle und aktiviert den p53-Pathway. ROS steuert auch den
wichtigen TS p16 an (Abb.1). MAP-Kinasen sind Enzyme, die Serin und Threonin (Aminosauren)
phosphorilieren und so Signale von der Zelloberfliche zum Zellkern weiterleiten (157,158). Es
gibt drei groRe MAPK-Gruppen, darunter die p38 MAP-Kinase (159). Die Signalweiterleitung
erfolgt Uber eine dreistufige Phosphorilierungskaskade, beginnend mit einer MAP3K (MAP-
Kinase-Kinase-Kinase). Sie aktiviert MAP2K, welche MAPK reguliert (158,160). Es wird vermutet,
dass ROS den p38-MAPK-Weg auf drei Arten durch oxidative Veranderungen beeinflusst
(158,161): Aktivierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren (RTKs), Aktivierung von MAP3Ks wie
ASK1 (apoptosis-signal-regulating kinase 1) und Hemmung von Dephosphorilierung durch MKPs
(MAPK-Phosphatase) (Abb.1). Dadurch werden MAP2Ks (MKK3/MKKG6) hochreguliert, die
spezifisch die MAPK-p38 aktivieren (162). Letztere reguliert p53 und p16 (Abb.1).
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Seneszenz-Trigger Telomerverkiirzung und DNA-Schiden Stressfaktoren
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Abbildung 1: Seneszenz-Signalkaskaden

Graphische Darstellung zweier Seneszenz-Signalkaskaden: Trigger (Telomerverkiirzung/DNA-Schaden und Stress-
faktoren/ROS) aktivieren Zellzyklus-Inhibitoren, die Giber Mediatoren Seneszenz induzieren. Siehe Kap 1.4.3.1

1.4.3.2 Physiologische Prozesse und Marker

Die Tumorsuppressor-Eigenschaft von Seneszenz beruht auf den zentralen TS-Pathways p53,
p16/INK4A und pRB. Sie werden in Tumoren wie beispielsweise Brustkrebs (p53) oft mutiert oder
funktionslos vorgefunden (163,164). Des Weiteren ist Seneszenz in prédkanzerogenen
Hepatozyten nachgewiesen, was eine Zellexpansion und potentielle maligne Entartung dieser
Zellen verhindert (122,165). Der dabei eintretende Wachstumsstopp (growth arrest) gilt als
charakteristischer Seneszenz-Marker (166). Weiterhin bewirkt die Induktion von Seneszenz

mittels p53-Hochregulierung einen therapeutischen Effekt bei bereits ausgebildeten, malignen
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Tumoren, was mit der Tumor-Ruckbildung des hepatozellularen Karzinoms belegt wurde (167).
Seneszenz scheint bei Wundheilungsprozessen und Fibrosen einen positiven Effekt flr den
Organismus zu haben (122). Hepatische Sternzellen (HSCs, hepatic stellate cells) proliferieren
bei chronischem Leberschaden als Myofibroblasten. Unreguliert verursachen sie im Zuge des
Wundheilungsprozesses exzessive Leberfibrosen, die Vorstufe der Leberzirrhose (168,169).
Seneszenz limitiert diese Reaktion und fuhrt zur stabilen fibrotischen Narbe und Aktivierung von
NK (natural killer) -Zellen zur Beseitigung seneszenter Myofibroblasten (122,168,169). Das
extrazellulare Matrixprotein CCN1, auch als CYR61 bezeichnet, gehdrt zur CCN-Familie
(CYRG61:cysteine-rich protein 61 /CTGF: connective tissue growth factor /NOV: Nephroblastoma
overexpressed gene). CCN1 ist assoziiert mit Gewebeumbau und Reparaturmechanismen
verletzten Gewebes (169,170). Dabei induziert es Seneszenz in HSCs Uber den ROS- und DDR-
Pathway und einen weiteren Seneszenz-Pathway (SASP; hier nicht ndher erlautert) (169,170).
Neben der dadurch hochregulierten TS p53, p16 und p21 wurde bei tierischen und humanen
HSCs die Expression von Seneszenz-assoziierter 3-Galaktosidase (SA-B-Gal) gezeigt (168,169).
SA-B-Gal gilt als etablierter Biomarker fur zellulare Seneszenz in vitro und in vivo. Studien
belegen, dass p-Galaktosidase in seneszenten Zellen exprimiert wird, nicht aber in
praseneszenten, ruhenden, enddifferenzierten oder immortalisierten Zellen (171). Auch bei der
Leberzirrhose mit progressiver Fibrose sind Telomerverkirzung und SA-B-Gal-Expression der
Hepatozyten dokumentiert (172).

Die dermale Fibrose wird bei Heilungsprozessen kutaner Wunden durch Fibroblasten-Seneszenz
limitiert, wobei Induktion ebenfalls Gber CCN1 erfolgt (173,174). Daher sind Seneszenz-Pathways
von Leberfibrosen und dermalen Fibrosen identisch (173,174). Die seneszenten Fibroblasten
weisen eine vergrolerte, flache Zellmorphologie auf, was ein wichtiger Seneszenzmarker ist
(174). Auch bei der oralen submukdsen Fibrose wird eine hemmende Wirkung von seneszenten
humanen Fibroblasten bestatigt. Dabei wird Seneszenz unter anderem Uber ROS, DDR und
gesteigerter p16-Expression gesteuert (122,175). Die orale submukdse Fibrose ist eine

Prakanzerose und wird durch Kautabak oder das Kauen von Betelniissen ausgeldst (176).

1.4.4 Seneszenz embryonaler, induzierter und dentaler Stammzellen

In vitro Studien zu humanen ESCs und Maus-ESCs zeigen, dass diese nicht seneszent werden
und sie ihr Differenzierungspotential bei Langzeitkultivierung beibehalten (177-179). Die fur
Seneszenz verantwortlichen Pathways sind auch bei ESCs vorhanden, scheinen jedoch starker
reguliert zu sein. So exprimieren Maus-ESCs den flr Seneszenz wichtigen Zellzyklusinhibitor
p53. Ein p53-abhangiger Zellzyklusstopp wird bei ESCs jedoch nicht beobachtet (177).
AuRerdem sind aktive Zellproliferation, unveranderter Karyotyp und hohe Telomeraseaktivitat mit

beinahe gleichbleibenden Telomerlangen trotz Langzeitkultivierung zu beobachten (178). Im
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Gegensatz zu somatischen Zellen werden Maus-ESCs auch bei oxidativem Stress in Zellkultur
nicht seneszent (179).

Bei humanen iPSCs gibt es bereits Studien im Zusammenhang mit Zellalterungsprozessen. Im
Zuge der Reprogrammierung seneszenter Zellen zu iPSCs wird eine Zellverjingung mit
Telomerverlangerung und Genexpression dhnlich ESCs dokumentiert (180). Eine andere Studie
zeigt jedoch iPSCs mit Telomerverkiirzung und reduzierter Telomeraseaktivitat (181). Im
Gegensatz zu ESCs-Nachkommen weisen auch Zellnachkommen von iPSCs vorzeitige
Seneszenz mit Einschréankung der Zellexpansion auf (182,183). Weitere Studien mit einheitlichen
Reprogrammierungsprotokollen/ Ausgangszellarten werden zur Verifizierung dieser Ergebnisse
noch bendtigt (183).

Bei DPSCs und SCAP konnte replikative zellulare Seneszenz beobachtet werden, was zum
Abbau des odontogenen Differenzierungspotentials fihrte. Dabei wurden kontinuierlicher Verlust
telomerischer DNA und gesteigerte p16-Aktivitdt dokumentiert (90). PDLSCs wurden in einer
aktuellen Studie aus Weisheitszdhnen junger und alterer Probanden isoliert und miteinander
verglichen (184). Hier wiesen PDLSCs alterer Patienten eine Steigerung der SA-B-Gal
Expression auf sowie ein geringeres osteogenes Differenzierungspotential. Auch Verringerung
von Proliferation und Expression pluripotenz-assoziierter Transkriptionsfaktoren wurden
beobachtet (184). Eine weitere Studie erforschte den Effekt von Radiatio auf PDLSCs (185). Es
stellte sich heraus, dass die Zellen nicht apoptotisch sondern seneszent wurden. Dies zeigte sich
als Zellzyklusstopp in der G2-Phase mit gesteigerter Expression von p16 und SA-B-Gal (185).
Eine aktuelle Studie zu DFVs untersuchte Telomerlangen nach 20 Passagen Langzeitkultivierung
(186). Es konnten tendenzielle Veranderungen der Telomerlange festgestellt werden (186).
Weiterhin ergab eine mikroskopische Untersuchung der Zellmorphologie ebenso tendenzielle

Veranderungen (186).
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1.5 Ziel der vorgelegten Arbeit

Seneszenzmarker von DFVs sind bisher nicht genau untersucht. Ein Ziel dieser Arbeit war es, die
Veranderung der Telomerldngen von DFVs genauer zu untersuchen, wozu Fesahat et al. bereits
erste Erkenntnisse lieferte. Southern Blot und Real-Time PCR dienten dabei zur Analyse der
Telomerlangen. Die Expression von telomerase-assoziiertem TEP1 wurde mittels Western Blot
beurteilt. Ein zweites Ziel dieser Arbeit bestand darin, weitere Seneszenzmarker bei DFVs zu
analysieren, um zu prifen, ob diese Zellen in hohen Passagen seneszent werden. So wurden
SA-B-Gal-Aktivitat und Zell-Morphologie untersucht und das osteogene Differenzierungspotential
mittels Western Blot und Alizarin-Farbung analysiert. AuRerdem diente eine FACS-Analyse zur

Uberpriifung der Stammzellmarker-Expression von DFVs.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Untersuchte Zellart

Zellen Bezeichnung/Abkiirzung Quelle

kryokonservierte DFVs; isoliert
aus impaktierten Weisheits-
zahnen

Dentale Follikelvorlauferzellen DFVs

2.1.2 Zellkultur, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien

Bezeichnung

Beschreibung / Hersteller

Trypsin

Gibco

PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline)

Sigma

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Thermo Scientific

FBS (fetal bovine serum / fétales Rinderserum) Sigma
Pen-Strep (PIS, Penicillin-Streptomycin) Sigma
T75-Zellkulturflaschen (mit Filterkappe, 75cm2) Corning
T162-Zellkulturflaschen (mit Filterkappe, 1620m2) Corning

Zentrifugenréhrchen (15ml/ 50ml bluecap conical tubes)

BD Falcon / Greiner bio-one

Kryoréhrchen (Cryopure 1,6ml)

Sarstedt

Glasobjekttrager mit 4-Kammer-Unterteilung

(Lab-Tek Chamberslide)

Thermo-Scientific, Nunc

destilliertes Wasser (dH,0)

Millipore

DMF (N-N-Dimethylformamid)

Sigma
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Mikrozentrifugen-Tube (1,5ml) Eppendorf
Agarose (LE Agarose) Biozym
Nylonmembran, positiv geladen Roche
Blot-Filterpapier BioRad
Hybridisierungstasche (hybridization bag) Roche
Roéntgenfilm (Amersham Hyperfilm ECL) GE Healthcare
Light Cycler Kapillaren Roche

6-well Platten

Thermo-Scientific, Nunc

Alizarin Rot S Sigma-Aldrich
Ammoniumhydroxid Roth
0,2 um Filter (Pore PTE-Membran) Corning

Zellkulturschalen

Greiner Bio One

Zellschaber Sarstedt

NaF Sigma-Aldrich
NP-40 Sigma-Aldrich
NazVOq Sigma-Aldrich
NaCl Sigma-Aldrich

Phosphatase-Inhibitor-Cocktail

Sigma-Aldrich

Protease-Inhibitor-Cocktail Roche
SDS-Polyacrylamid Gel NUPAGE® Novex® (4-12% Bis-Tris-Gel) | Invitrogen
Protein-GroRenstandard SeeBlue® Plus2 (Prestained Standard) Invitrogen
Nitrocellulosemembran Whatman
Whatman-Papier BioRad
Eppendorf-Gefal Eppendorf

2.1.3 Zellkulturmedien, Puffer und Losungen

Bezeichnung

Beschreibung / Hersteller

DMEM

Sigma

Zellkulturmedium

DMEM (500ml-Flasche)
10% FBS
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1% PIS

Kryomedium

DMEM
20% FBS
10% DMSO

B-Galaktosidase Farbeldsung

93% 1x Farbeldsung

5% X-Gal-DMF Lésung
1% Staining Supplement A
1% Staining Supplement B

TAE-Pufferlésung (Tris-Acetat-EDTA-Puffer)

0,04 M Tris-Acetat
0,001 M EDTA
pH 8,0

HCI-Lésung

0,25 M HCI

Denaturierungslosung (denaturation solution)

0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

Neutralisierungslésung (neutralization solution)

0,5 M Tris-HCI
3 M NaCl
pH 7,5

Transferpufferlésung (20x SSC transfer buffer)

3 M NacCl
0,3 M Natriumcitrat
pH 7,0

Stringent Waschpuffer |

2x SSC
0,1% SDS

Stringent Waschpuffer Il

0,2x SSC
0,1% SDS

Lysispuffer-Stocklésung

0,02 M Tris
0,137 M NaCl
0,048 M NaF
1% NP-40
10% Glycerol

in deO
Bolt™ LDS Sample Buffer, 4x (Ladepuffer) Invitrogen
Laufpuffer MES SDS Running Buffer, 20x Invitrogen
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Transferpuffer (Western Blot)

10ml 10x Towbinpuffer
10ml Methanol
80ml dH,0O

Towbinpuffer

250 mM Tris

1,9 M Glycin

mit dH,O auf 500ml aufgefullt
pH 8,5

Blockierlésung (Western Blot)

5% Magermilchpulver gel6st in
TBST-Waschpuffer

TBST-Waschpuffer

TBS (150 mM NaCl; 10 mM Tris/
HCI; pH 8)
0,05% Tween

Entwicklerlésung ECL (Amersham™ ECL Plus Western | GE Healthcare

Blotting Detection System)

FACS-Farbepuffer 2nM EDTA
0,5% BSA

FACS-Stammlésung fur intrazellulare Farbung 1% BSA

2% Saponin
in PBS angesetzt: 10ml PBS mit
0,1g BSA und 0,2g Saponin

FACS-Waschpuffer

1:10 Verdunnung der Saponin-

Stammlésung mit PBS

FACS-Permeabilitatspuffer

1:5 Verdinnung der Saponin-

Stammlésung mit PBS

Re-Blot Plus Mild Lésung, 10x (Western Blot)

1:10 verdinnt mit dH,O

2.1.4 Gerate und Software

Bezeichnung

Beschreibung / Hersteller

Flussig-Stickstoff Tank (Kryotank)

Arpege, Air Liquide Medical

Thermo-Wasserbad/Schuttler

GFL

Brutschrank I (COz-Inkubator HERAcell150)

Thermo Scientific
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Brutschrank II (CO,-freier Inkubator, Function Line) Heraeus
Lamina Flow Abzug (Sicherheitswerkbank;Herasafe HS 12) Heraeus
Zentrifuge Labofuge 400 R (kdhlbar) Function Line Heraeus
Tischschuttler REAX top Heidolph
Zellzahler TC 20 (automatisiert) BioRad
Mikroskopbeleuchtung (Netzgerat) Leitz
Mikroskop I Diavert Leitz

Zahlkammer nach Neubauer
Mikroskop 11 BX45 Olympus

Tisch pH-Meter Mettler Toledo
Mikroskopkamera SC30 Olympus

Feinwaage Denver Instrument
Bild-Analyseprogramm AxioVision Zeiss
Statistiksoftware SPSS Statistics IBM

Excel Microsoft

Nanodrop ND 1000 Spektrophotometer

Thermo Scientific

Mikrozentrifuge 5417R

Eppendorf

Heizblock / Thermomixer compact

Eppendorf

Elektrophorese-Kammer (horizontal)

VWR Collection

Elektrophorese-Netzteil Power Pac 3000 BioRad
Mikrowelle Bosch
Kleinschittler KM 2 Bihler
GS Gene Linker UV Chamber BioRad
Light Cycler Roche
Plattenreader Tecan
Ruhrer, magnetisch Variomag

FACS-CANTO Durchflusszytometer

Becton Dickinson Biosciences

Photoshop

Adobe Systems

ImagedJ

Open Source
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2.1.5 Kits

Kit

Inhalt / Beschreibung

B-Galaktosidase Farbekit (3-Gal Farbekit,
Senescence B-Galactosidase Staining Kit)

(Cell Signaling Technology)

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-fD-
galactopyranoside powder)

Staining Supplement A

(500mM potassium ferrocyanide)
Staining Supplement B

(500mM potassium ferricyanide)
Fixierlésung

Farbeldésung

QlAamp DNA Mini Kit (QDNA-Kit) (Qiagen)

QIAGEN Protease

AL-Puffer

Zentrifugen-Saule (QlAamp Mini spin column)
Eppendorf-Gefal} (collection tube, 2ml)
AW1-Puffer

AW2-Puffer
AE-Puffer
Telo TAGGG Telomere Length Assay Kit Kontroll-DNA
. Enzym Hinf |
(TTTLA-Kit) (Roche) Enzym Rsa |

Verdaupuffer (digestion buffer, 10x)
Ladepuffer (loading buffer, 5x)
DIG-Molekulargewichtsmarker (DIG molecular
weight marker)

Wasser (nukleasefrei)

telomerspezifische digoxigenin (DIG)-markierte
Sonde (DIG Easy Hyb Granules)
Telomersonde

Bindender Waschpuffer | und Il (stringent wash
buffer)

Waschpuffer, 10x (washing buffer)

Blockpuffer, 10x (blocking buffer)
Maleinsaurepuffer, 10x (maleic acid buffer)
Anti-DIG-AP

Nachweispuffer, 10x (detection buffer)

Light Cycler FastStart DNA Master PLUS
SYBR Green Kit (LC-SYBR-Kit) (Roche)

.cap a“ (Light Cycler Fast Start Enzyme)
~cap b“ (Light Cycler Fast Start Reaction Mix
SYBR Green )

MgCl, (als 50mM Stocklésung vorgelegen)
PCR grade H,O

STEMPRO Kit, osteogenes Differenzie-

rungsmedium (Gibco Invitrogen cell culture)

1x Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal
Medium
1x Osteogenesis Supplement
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2.1.6 Antikorper

primarer Firma Verdiinnung sekundarer AK
Antikorper primarer AK (Verdiinnung)
TEP1 abcam 1:500 in BSA anti-rabbit (1:1.000 in Milch)
OPN Abnova/Biozol 1:1.000 in BSA anti-mouse (1:4.000 in Milch)
RUNX2 Santa Cruz 1:750 in BSA anti-rabbit (1:2.000 in Milch)
B-Actin Novus Biologicals 1:10.000 in Milch anti-mouse (1:10.000 in Milch)
Antikorper Firma Isotyp-Kontrolle Verdinnung
CD105-APC Miltenyi Biotec | Mouse IgG2b 1:10 (5ul AK + 45pl Puffer)
CD146-FITC Miltenyi Biotec | Mouse IgG1 1:10 (5ul AK + 45pl Puffer)
CD44-FITC Miltenyi Biotec | Mouse IgG1 1:10 (5ul AK + 45pl Puffer)
anti human Nestin - PE R&D Systems IgG 1:10 (10ul AK + 200pl Puffer)
anti human STRO-1-FITC | Bio Legend Mouse IgMA 1:20 (5ul AK + 954l Puffer)

2.1.7 Primer

Primer

Sequenz (5° 2> 3)

te11b (forward Telomer-Primer)

CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT

te12b (reverse Telomer-Primer)

GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT

36B4u (forward Einzelgen-

Primer)

CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC

36B4d (reverse Einzelgen-

Primer)

CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung dentaler Follikelvorlauferzellen

Fur Experimente wurden kryokonservierte dentale Follikelvorlauferzellen (DFVs) aufgetaut und
kultiviert. Sie stammen aus extrahierten und zuvor impaktierten Weisheitszahnen junger
Patienten. lhre Isolierung fir in vitro Versuchsreihen erfolgte 2007 nach den Richtlinien der
Ethikkomission des Regensburger Universitatsklinikums.

Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen (T75 und T162, Corning) mit Zellkulturmedium ausgesat
und im Brutschrank I (CO,-Inkubator HERAcell150, Thermo Scientific) bei 37°C und 5% CO,-
Gehalt kultiviert. Das Zellkulturmedium wurde angesetzt mit DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Sigma), 10% FBS (fétales Rinderserum, fetal bovine serum, Sigma) und 1% einer
Penicillin/Streptomycin-Ldsung (Pen-Strep, PIS, Sigma). Mediumwechsel inklusive Waschung mit
PBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline, Sigma) erfolgte alle zwei bis drei Tage. Sobald die
Zellen Subkonfluenz (ca. 80% Konfluenz) erreichten, wurden sie in die nachsthéhere Passage
Uberfuhrt. Dabei wurden die Zellen nach Abzug des Zellkulturmediums mit PBS gewaschen und
nach Zugabe von 5ml (T75) / 10ml (T162) einer 0,25%igen Trypsinlésung (Gibco) (1:10
Verdinnung von 2,5% Trypsin) fur ca. 4-8 Minuten im Brutschrank I inkubiert. Das Abldsen der
Zellen vom Boden der Zellkulturflasche wurde mit dem Mikroskop (Diavert mit Mikroskop-
beleuchtung, Leitz) kontrolliert. Daraufhin wurde die Trypsin-Reaktion mit entsprechender Menge
Zellkulturmedium abgestoppt. Die Zellsuspension wurde in Zentrifugenréhrchen (50ml/15ml
bluecap conical tubes, Falcon, Greiner bio one) uberfihrt und fir 5 Minuten bei 1000 rpm
abzentrifugiert (Zentrifuge Labofuge 400 R, Function Line, Heraeus). Der Uberstand wurde
abgezogen, neues Zellkulturmedium zugegeben und das Zellpellet mit dem Tischschuttler (REAX
top, Heidolph) resuspendiert. Nach Zahlung der Zellen (Z&hlkammer nach Neubauer und
automatisierter Zellzahler TC 20, BioRad) erfolgte das Ausséaen in neuen Zellkulturflaschen (5000
Zellen/cm?), die mit der nachsthoheren Passagenzahl beschriftet wurden. Dies wurde bis
Passage 18 wiederholt. Zellkulturmedium, PBS und Trypsin wurden vor Zellkontakt im Thermo-
Wasserbad (GFL) auf 37°C erwarmt. Mediumwechsel, Waschung, Trypsinierung und Aussaen
der Zellen erfolgte unter dem Lamina Flow Abzug (Sicherheitswerkbank, Herasafe HS 12,
Heraeus).

Uberzahlige Zellen wurden fiir spatere Verwendung eingefroren, indem sie in Kryordhrchen

(Cryopure 1,6ml, Sarstedt) mit Kryomedium auf -80°C abgekihlt und anschlieRend im Flissig-

25



Materialien und Methoden 26

Stickstoff Tank (Kryotank, Arpege, Air Liquide Medical) bei -195°C gelagert wurden. Das
Kryomedium wurde angesetzt mit DMEM, 20% FBS und 10% DMSO (Dimethylsulfoxid, Thermo
Scientific). Um kryokonservierte Zellen in Kultur zu nehmen, wurden sie dem Kryotank
entnommen, im 37°C Thermo-Wasserbad schnell aufgetaut und in eine T75-Flasche mit 20ml
Zellkulturmedium utberfuhrt. Mediumwechsel erfolgte am Tag darauf.

In der vorliegenden Arbeit kamen zwei primare Zelllinien von DFVs zum Einsatz. Die B-Galakto-
sidase Farbung und morphologische Untersuchung wurden mit DFVs einer Zelllinie durchgefihrt.
Da die Zellen dieser Zelllinie fur weitere Untersuchungen nicht ausreichten, wurde eine zweite
Zelllinie verwendet fur Southern Blot, Telomerlangen-PCR, Western Blot, Alizarin Farbung und
FACS-Analyse. Nachdem der Versuchsaufbau keiner komparativen Studie entspricht, wird in der
vorliegenden Arbeit nicht auf einen Vergleich zweier Zelllinien eingegangen.

Zellen der Passagen 8, 10, 12, 14, 16 und 18 wurden fiur p-Gal Farbung, morphologische
Untersuchung, Southern Blot und Telomerlangen-PCR verwendet (Abbildung 2A zeigt Zellen der
Passage 6 als Kontrollpassage fir B-Galaktosidase Farbung und Morphologie). Beim Western
Blot wurden Zellen der Passagen 8 und 14 untersucht, die FACS-Analyse wurde mit Zellen der
Passagen 7 und 18 durchgeflhrt. FlUr osteogene Differenzierung (Alizarin-Farbung/ Western Blot)

wurde das STEMPRO Kit (Gibco, Invitrogen cell culture) verwendet.

2.2.2 B-Galaktosidase (B-Gal) Farbung und Zellmorphologie

2.2.2.1 B-Galaktosidase (B-Gal) Farbung

Fur den Nachweis von B-Gal Aktivitat wurden Zellen der untersuchten Passagen auf Glasobjekit-
tragern mit 4-Kammer-Unterteilung (Lab-Tek Chamberslide, Thermo-Scientific, Nunc) kultiviert.
Der B-Galaktosidase Nachweis erfolgte mit einem B-Galaktosidase Farbekit (Senescence B-
Galactosidase Staining Kit, Cell Signaling Technology), im folgenden als B-Gal Farbekit
bezeichnet. In jede der 1,8cm*Kammern eines Chamberslides wurden 10000 Zellen ausgesat.
Nach Kultivierung im Brutschrank I inklusive PBS-Waschung und Wechsel des Zellkulturmediums
erfolgte die Farbung mit dem [-Gal Farbekit. Die Zellen wurden dafir nach Abzug des
Zellkulturmediums mit PBS gewaschen und anschlieRend mit 1:10 verdinnter Fixierldsung (B-Gal
Farbekit) (400ul je Kammer; Verdiinnung mit destilliertem Wasser {dH,0}) bedeckt. Die Einwirk-
zeit bei Raumtemperatur (RT) betrug 10-15min. Nach Abzug der Fixierlésung und erneuter
zweimaliger PBS-Waschung wurde eine frisch angesetzte p-Gal Farbeldésung zugegeben (380ul
je Kammer). Fur den Ansatz der 3-Gal Farbelésung wurde eine 20x Stockldsung von X-gal (5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-BD-galactopyranoside powder, B-Gal Farbekit, Cell Signaling Techno-
logy) vorbereitet, indem 20mg X-gal in 1ml DMF (Sigma) geldst wurden. Das X-gal Pulver wurde
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mit einer Feinwaage (Denver Instrument) abgemessen. Die Lagerung der Stockldsung erfolgte
lichtgeschutzt bei -20°C. Die B-Gal Farbeldésung wurde entsprechend dem Kit-Protokoll angesetzt
und setzt sich zusammen aus 93% einer 1x Farbelésung (B-Gal Farbekit, Cell Signaling
Technology), 5% X-gal-DMF Lésung und je 1% von Staining Supplement A (500mM potassium
ferrocyanide, B-Gal Farbekit, Cell Signaling Technology) und B (500mM potassium ferricyanide,
B-Gal Farbekit, Cell Signaling Technology). Der pH-Wert des Ansatzes sollte dabei im Bereich pH
6 liegen, was mit dem Tisch pH-Meter (Mettler Toledo) kontrolliert wurde. Die mit B-Gal
Farbelésung bedeckten Zellen wurden Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank II (COg-freier
Inkubator, Function Line, Heraeus) inkubiert. Die Auszahlung 3-Gal-positiver Zellen erfolgte unter
dem Mikroskop II (BX45, Olympus). Dabei wurden in jeder Kammer 100 Zellen auf Farbung
untersucht. Das wurde viermal pro Kammer wiederholt. Aus den Durchschnittsmengen gefarbter

Zellen je Kammer wurde ein Gesamtdurchschnitt fir die jeweilige Passage gebildet.

2.2.2.2 Zellmorphologie

Mit der Mikroskopkamera SC30 (Olympus) wurden Fotos der B-Gal-positiven Zellen erstellt, um
ihren Zellumfang zu untersuchen. Dieser wurde in einem Bild-Analyseprogramm (AxioVision,
Zeiss) markiert und vermessen. Fir jede untersuchte Passage wurden so zwischen 32 und 51

Zellumfange dokumentiert.

2.2.2.3 Statistische Auswertung

Eine statistische Analyse erfolgte mit Mann-Whitney-U Test und Kruskal-Wallis Test. Diese
wurden mit der Statistiksoftware SPSS Statistics (/IBM) durchgefiihrt. Dabei wurde untersucht, ob
sich Passagen in Bezug auf Zellgrofienveranderung und Anzahl 3-Gal-positiver Zellen statistisch
signifikant unterscheiden. Das Signifikanzniveau wurde mit 0,05 (5%) festgelegt. Die Null-
hypothese war, dass die Verteilung der Messwerte Uber alle Passagen identisch ist. Demnach
kann die Nullhypothese abgelehnt werden, wenn statistische Analysen ein Signifikanzniveau
<0,05 ergeben.

Boxplots wurden fur alle untersuchten Passagen erstellt (in Excel, Microsoft), um die Verteilung

morphologischer Anderungen und B-Gal-gefarbter Zellen grafisch darzustellen.
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2.2.3 Untersuchung der Telomerlange

2.2.3.1 DNA Isolierung

Die Telomerverkirzung ist ein charakteristisches Merkmal replikativer Seneszenz. Um sie mittels
Southern Blot und Real-Time PCR untersuchen zu kénnen, muss zuerst die genomische DNA
(gDNA) der langzeitkultivierten Zellen isoliert werden. Das wurde mit dem QIAamp DNA Mini Kit
(Qiagen) umgesetzt, was im folgenden mit ,QDNA-Kit* abgekirzt wird. Lagerung, Verwendung
und Verarbeitung der Kit-Bestandteile erfolgte gemaR den Vorgaben des Herstellers.

DFVs der Passagen 8, 10, 12, 14, 16 und 18 wurden fur gDNA-Isolierung in T75 Flaschen mit
Zellkulturmedium kultiviert. Nach Erreichen der Subkonfluenz und PBS-Waschung wurden die
Zellen mit Trypsin-LOsung abgel6dst und mit Zellkulturmedium in 1,5ml Mikrozentrifugen-Tubes
(Eppendorf) Uberflhrt (max 5x10° Zellen). Mit der Mikrozentrifuge 5417R (Eppendorf) wurden die
Tubes fur 5min bei Raumtemperatur und 400 rpm (revolutions per minute, Umdrehungen pro
Minute) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen und das Zellpellet mit PBS auf ein
Endvolumen von 200ul resuspendiert. Dem wurden 20ul QIAGEN-Protease (QDNA-Kit) und
200ul AL-Puffer (QDNA-Kit) zugegeben. Die Tubes wurden mit dem Tischschuttler (REAX top,
Heidolph) 15s lang gevortext und anschlieBend fir eine maximale DNA-Ausbeute im
Heizblock/Thermomixer compact (Eppendorf) bei 56°C fir 10min inkubiert. Darauf folgte eine
kurze Zentrifugation der Tubes und die Zugabe von 200ul Ethanol. Es wurde nochmals gevortext
(fir 15s) und erneut kurz zentrifugiert, um Flissigkeitsrickstdnde an der Deckelinnenseite zu
beseitigen. Nun konnte die Suspension in eine Zentrifugen-Saule (QlAamp Mini spin column,
QDNA-Kit) mit 2ml Eppendorf-Gefaly (collection tube, QDNA-Kit) Uberfiuhrt und bei 8000 rpm
abzentrifugiert werden (1min). Dabei passiert das Lysat die Membran der Zentrifugensaule und
wird im Eppendorf-Gefaly aufgefangen. Die DNA verbleibt an der Membran und wird so von
anderen Bestandteilen des Lysats gefiltert. Das Eppendorf-Gefal} mitsamt dem Filtrat wurde
entsorgt und die Zentrifugen-Saule in einem neuen Eppendorf-Gefaly platziert. Dieser Prozess
wurde zweimal wiederholt, zuerst mit 500ul AW1-Puffer (QDNA-Kit), dann mit 500ul AW2-Puffer
(ODNA-Kit). Die Zentrifugation bei letzterem wurde zweimal mit maximaler Geschwindigkeit
(14000 rpm) durchgefiihrt ( 3min, 1min). AbschlieBend wurde die Zentrifugen-Saule in einem
1,5ml Mikrozentrifugen-Tube platziert und die DNA mit 200yl AE-Puffer (QDNA-Kit) aus der
Membran eluiert (Inkubation bei Raumtemperatur fur 1-5 min und Zentrifugation mit 8000 rpm flr
1min). Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte mit dem Nanodrop ND 1000
Spektrophotometer (Thermo Scientific). Das DNA-Puffer Eluat wurde fur die spatere Verwendung

beim Southern Blot bei -20°C gelagert.
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2.2.3.2 Southern Blot

Fur die Untersuchung von Telomerlangen wurde ein Southern Blot durchgeflhrt. Daflr wurde
das Telo TAGGG Telomere Length Assay Kit von Roche verwendet, was im folgenden , TTTLA-
Kit“ abgeklrzt wird. Herstellung und Lagerung von Aliquots und Arbeitslésungen (working
solutions) sowie Verarbeitung, Verdinnung und Lagerung von Stockldsungen erfolgte gemal Kit-
Protokoll. Beim Pipettieren und Ansetzen der Losungen wurde mit Eis gekuhlt. Das Experiment
wurde wiederholt durchgefihrt mit sieben gDNA-Proben: Eine Kontroll-DNA des Kits (TTTLA-Kit)
und die isolierte DNA der sechs Passagen. Das Versuchsprinzip umfasst drei Abschnitte. Im
ersten Schritt wird DNA durch Restriktionsenzyme verdaut. Im zweiten Teil werden die DNA-
Fragmente aufgetrennt und mittels Southern Blot auf eine Membran Ubertragen. Im letzten
Abschnitt erfolgt eine Hybridisierung der Fragmente mit einer telomerspezifischen digoxigenin
(DIG)-markierten Sonde. Darauf wird ein DIG-spezifischer Antikdrper inkubiert, der an ALP
gebunden ist. Abschliel3end wird ein chemilumineszentes Substrat zugegeben, das von der ALP
des Antikdrpers metabolisiert wird und so eine Farbreaktion ausldst. Dieses visuelle Signal macht
die Lage der Telomersonde und somit das TRF (terminal restriction fragment) sichtbar, was auf
Réntgenfilm konserviert werden kann.

Fir den DNA-Verdau wurde ein Mix angesetzt aus den Enzymen Hinf | (TTTLA-Kit) und Rsa |
(TTTLA-KIit) (1:1). Jeder gDNA-Probe (17ul im Mikrozentrifugen-Tube mit gleicher DNA-Menge)
wurden 1l Enzym-Mix und 2ul Verdaupuffer (10x digestion buffer, TTTLA-Kit) zugegeben. Der
Ansatz wurde bei +37°C inkubiert (2h im Brutschrank 1). Die Restriktionsenzyme sind
sequenzspezifisch. Daher werden nicht-telomerische DNA Sequenzen zu niedermolekularen
Fragmenten gespalten, Telomerabschnitte bleiben unberihrt. Die Reaktion wurde mit 5pl
Ladepuffer (5x loading buffer, TTTLA-Kit) abgestoppt. Dieser wird fur die Gel-Elektrophorese
bendtigt, welche die DNA-Fragmente nach GrélRe (molekularem Gewicht) trennt. Es wurde ein
0,8%iges Agarose-Gel hergestellt mit 200ml 1x TAE-Pufferlésung (Tris-Acetat-EDTA-Puffer; 0,04
M TRIS-Acetat, 0,001 M EDTA, pH 8,0) und 1,6g Agarose (LE Agarose, Biozym). Agarose wurde
mit der Pufferldsung in einer Mikrowelle (Bosch) erhitzt, bis eine klare Losung erkennbar war. Die
DNA-Proben wurden zu gleichen Mengen in die Gelbahnen pipettiert. Fir die Messung der
Lauflange wurde ein Mix erstellt aus 4ul DIG-Molekulargewichtsmarker (DIG molecular weight
marker, TTTLA-Kit), 12ul nukleasefreiem Wasser (TTTLA-Kit) und 4ul Ladepuffer. Der Mix wurde
auf zwei Gelbahnen geladen (je 10ul), welche die DNA-Proben auf beiden Seiten flankierten. Das
Gel lief in einer mit TAE-Puffer geflllten, horizontalen Elektrophorese-Kammer (VWR Collection)
mit 5 V/cm (Elektrophorese-Netzteil Power Pac 3000, BioRad), bis die Trackingfarbe des
Ladepuffers (Bromophenol) 10-13 cm vom Startpunkt entfernt war. Beim Anlegen von Spannung
wandern die geladenen DNA-Fragmente durch das Gel. Sie werden voneinander getrennt, da sie
sich aufgrund unterschiedlicher GréRe verschieden schnell bewegen. Das Gel wurde daraufhin in

Lésungen inkubiert, was bei RT auf dem Kleinschuttler KM2 (Bdihler) durchgeflihrt wurde: Zuerst
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in HCI-L6sung (0,25 M HCI) bis ein Farbumschlag der Bromophenolbanden von blau nach gelb
ersichtlich war (5-10min). HCI bewirkt eine Depurinierung (Herausschneiden der Purin-Basen).
Dadurch entstehen kleinere DNA-Fragmente, wodurch der Membran-Transfer erleichtert wird.
Bromophenol fungierte dabei als pH-Indikator (gelb: pH < 3,0). Es folgte die Inkubation mit
Denaturierungslosung (denaturation solution, 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl) fir 2 x 15min mit
Lésungswechsel. Hier trennt NaOH doppelstrangige DNA-Abschnitte, was zu blotbaren Einzel-
strangen fuhrt.

Die letzte Inkubation wurde unter gleichen Bedingungen mit Neutralisierungslésung
(neutralization solution; 0,5 M Tris-HCI, 3M NaCl, pH 7,5) durchgefuhrt, um den pH-Wert
auszugleichen. Zwischen den Inkubationsschritten wurde das Gel mit dH,O gewaschen. Darauf
folgte der Southern Blot: Auf das Gel wurde eine positiv geladene Nylonmembran (Roche) gelegt.
Dieses Sandwich wurde auf Blot-Filterpapier (BioRad) platziert, das in einen Behalter mit
Transferpufferlésung (20x SSC transfer buffer, 3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0) reichte.
Oberhalb der Nylonmembran wurde Filter- und Absorbierpapier geschichtet und dieses Sandwich
beschwert. Durch die Schwammwirkung des Filterpapiers wurde die Transfer-Pufferlésung durch
das Gel/die Membran gezogen und die DNA-Fragmente mittels Kapillar-Transfer vom Gel auf die
Membran Ubertragen. Am Folgetag wurde die DNA mittels UV-Crosslinking (120mJ, GS Gene
Linker UV Chamber, BioRad) auf der Membran fixiert. Alle folgenden Schritte wurden, wenn nicht
anders hervorgehoben, im Thermo-Wasserbad (GFL) mit Schittelbewegung durchgefiihrt. Die
Membran befand sich dabei in einer Hybridisierungstasche (hybridization bag, Roche). Nach
Prahybridisierung (siehe TTTLA-Kit Protokoll) wurden die DNA Fragmente mit telomer-
spezifischer Hybridisierungslésung inkubiert (3h bei +42°C). Sie besteht aus einer digoxigenin
(DIG)-markierten Sonde (DIG Easy Hyb Granules, TTTLA-Kit) und einer Telomersonde (telomere
probe, TTTLA-Kit). Es folgten Waschdurchgédnge mit stringent Waschpuffer | (2x SSC, 0,1%
SDS) (2x auRerhalb des Thermobades, 5min), stringent Waschpuffer Il (0,2x SSC, 0,1% SDS)
(2x, 15-20min bei +50°C) und abschlieend mit 1x Waschpuffer (10x washing buffer, TTTLA-KIit,
1:10 mit dH,0). Inkubation mit 1:10 verdlinnter Blockpufferlésung (10x blocking buffer, TTTLA-
Kit, verdiinnt mit 1x Maleinsaurepuffer {10x maleic acid buffer, TTTLA-Kit, 1:10 mit dH,O}) wurde
bei RT (30min) gemacht. Die Membran wurde dann mit einem DIG-spezifischen Antikorper
inkubiert, der an ALP gebunden ist (Anti-DIG-AP, TTTLA-Kit) (30min bei RT). Nach weiterer
Waschung mit 1x Waschpuffer (2x 15min bei RT) wurde der Membran 1x Nachweispuffer (10x
detection buffer, TTTLA-Kit, 1:10 mit dH,O) zugegeben und bei RT inkubiert (2-5 min). Der
Nachweispuffer wurde abgezogen, die Membran in eine neue Hybridisierungstasche gelegt und
40 Tropfen einer chemilumineszenten Substratldsung (TTTLA-Kit) zugegeben. Das wurde fir
5min bei RT inkubiert (auferhalb des Thermo-Wasserbades). Nun konnte die Lumineszenz auf
einem Roéntgenfilm (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare) sichtbar gemacht / konserviert

werden.
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2.2.3.3 Real-Time PCR

Die PCR (polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion) ist eine Labormethode zur
exponentiellen Vervielféltigung bestimmter DNA-Sequenzen. Dazu wird ein Thermocycler
verwendet. Jeder PCR-Zyklus besteht aus drei Abschnitten mit charakteristischen Temperatur-
einstellungen. Schritt eins ist die Denaturierung (Melting) des DNA-Doppelstranges, bei der
Wasserstoffbriicken gebrochen werden. Das fiuhrt zu DNA-Einzelstrdngen. Darauf folgt die
Hybridisierung (annealing), bei der sich zwei Primer (f: forward/ r: reverse) an den Matrizenstrang
anlagern. Die dabei eingestellte Temperatur (annealing temperature) ist primerspezifisch. Im
dritten Abschnitt (Elongation, Amplifikation) amplifizieren thermostabile DNA-Polymerasen den
DNA-Abschnitt zwischen den Primern durch Synthese der Komplementarsequenz. Der Zyklus
wird in einem Loop wiederholt.

Cawthon etablierte ein Protokoll zur Beurteilung von Telomerlangen, basierend auf der Real-
Time PCR (RT-PCR) (187). Bei dieser PCR-Methode wird ein fluoreszierender Farbstoff wie
SYBR-Green zugegeben. Er lagert sich in doppelstrangige DNA-Abschnitte neu amplifizierter
DNA ein. Mit zunehmender DNA-Menge steigt somit auch die Fluoreszenzintensitat. Diese kann
am Ende eines Zyklus gemessen werden und ermoglicht so eine Kontrolle der DNA-Amplifikation
in Echtzeit (real time).

Das Cawthon-Protokoll umfasst zwei RT-PCR-Durchgange. Im ersten werden Telomer-
abschnitte (telomere repeats) amplifiziert und im zweiten eine Einzel-Gen Kopie (single-gene
copy, SGC), die als quantitative Kontrolle dient.

In der vorliegenden Arbeit diente der Light Cycler von Roche als Thermocycler fir die RT-PCR.
Das verwendete Protokoll ist eine fir dieses Gerat modifizierte Version des Cawthon-Protokolls
und wurde von Gil und Coetzer erstellt (188). Die PCRs wurden mit den bereits im Southern Blot
untersuchten gDNA-Proben durchgeflihrt, um die Blotergebnisse zu verifizieren. In beiden PCR-
Durchgéangen lagen die DNA-Proben als Dublikate vor. Die Oligonukleotid-Sequenzen der einge-
setzten Primer wurden dem Protokoll entnommen und bei der Firma Eurofins MWG Operon

bestellt:

- Telomer-Primer_f: te11b: 5'-CGGTTTGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTT-3'
- Telomer-Primer_r: te12b: 5’GGCTTGCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCCT-3'
- Einzelgen-Primer_f: 36B4u: 5'-CAGCAAGTGGGAAGGTGTAATCC-3'

- Einzelgen-Primer_r: 36B4d: 5'-CCCATTCTATCATCAACGGGTACAA-3'

Der Mastermix fir Telomer- und Einzelgen-Primer wurde angesetzt mit dem Light Cycler Fast
Start DNA Master”-“S SYBR Green Kit (Roche), im folgenden ,LC-SYBR-Kit* abgekiirzt:

- 4yl Kit-Mastermix (Ansatz: pipettiert wurden 14ul aus ,cap a“ {Light Cycler Fast Start
Enzyme, LC-SYBR-KIit} in ,cap b“ {Light Cycler Fast Start Reaction Mix SYBR Green |, LC-

31



Materialien und Methoden 32

SYBR-Kit}). Der Mix enthalt SYBR Green, die Tag DNA-Polymerase, Nukleotide (dNTPs)
und Reaktionspuffer.
- 0,2 mM forward und reverse Telomer-Primer bzw. 0,3 mM forward und reverse SGC-Primer
- 3 mM MgCly(LC-SYBR-Kit)
- 12,35ul PCR grade H,0 (LC-SYBR-Kit)
In jede Light Cycler Kapillare (Roche) wurden 18ul Mastermix einpipettiert und anschlieend 2l
der jeweiligen DNA-Proben zugegeben. Als NTC (no template control) wurde eine weitere
Kapillare mit PCR grade H,O gefiillt. Nach Abzentrifugieren wurde der Lauf gestartet, wobei das

RT-PCR-Programm dem Protokoll gemaR eingestellt wurde:

Tabelle 1: PCR - Light Cycler Laufprotokoll

RT-PCR Schritte Telomer-PCR SGC-PCR
(A) Denaturierung 1: | 95°C (10 min) 95°C (10 min)
(B) Denaturierung 2: | 95°C (05 s) 95°C (05 s)
(C) Annealing: 56°C (10 s) 58°C (10 s)
(D) Amplifikation: 72°C (60 s) 72°C (40 's)

Der Zyklus wurde ab Schritt (B) gelooped (45 Zyklen). Die Ubergangsintervalle (transition rates)
zwischen den Abschnitten betrugen 20°C/s, mit Ausnahme des Annealing-Ubergangsintervalles
(04°C/s). Mit der Fluoreszenzmessung wurde der Ci-Wert fir jede Probe bestimmt. Dieser gibt
an, bei welcher Zykluszahl die Fluoreszenz eine bestimmte Intensitat erreicht (Schwellenwert).

Mit der AAC-Methode erfolgte eine relative Quantifizierung der Genexpression. Dabei wurden
von allen Passagen die Ci-Werte der Telomer-Primer-PCR mit den Ci-Werten der Einzel-Gen-
Kontroll-PCR verrechnet. Von diesem AC-Wert wurde der AC-Wert eines Kalibrators
abgezogen. Als Kalibrator diente die niedrigste Passage (8), mit der alle anderen Passagen

verglichen wurden:

Tabelle 2: relative Quantifizierung der Genexpression — AAC-Methode

A: Ci (SGC) — C (Telomer)

AA: AC (Telomer-Probe) — AC; (Kalibrator)

Relative Genexpression: 27hAct
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2.2.4 Protein-Analyse und osteogene Differenzierbarkeit

2.2.4.1 Western Blot

In Zellkulturschalen (Greiner Bio One) kultivierte DFVs der Passagen 8 und 14 (mit osteogenem
Differenzierungsmedium STEMPRO {Gibco, Invitrogen cell culture} und Zellkulturmedium zur
Kontrolle) wurden fur Protein-Isolierung mit PBS gewaschen, danach mit eisgekihltem PBS
bedeckt und fir 2-4 Minuten auf Eis gestellt. Mit einem Zellschaber (Sarstedt) wurden die Zellen
eingesammelt und nach zweimaligem Waschen mit eisgekihltem PBS in ein 50ml-Zentrifugen-
rohrchen Uberfiihrt. Bei 4°C wurde mit 4000 rpm fiir 3min abzentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Die Zellen wurden in 300ul Lysispuffer fir 10min auf Eis resuspendiert und
aufgeschlossen. Der Lysispuffer bestand aus der Lysispuffer-Stocklésung (0,02 M Tris; 0,137 M
NaCl; 0,048 M NaF; 1% NP-40; 10% Glycerol; in dH,O) und Zusatzen (2 mM NazVOy;
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail und Protease-Inhibitor-Tablette). Die Proteine wurden ab-
zentrifugiert (13000 rpm; 10min; 4°C) und bei -20°C fur den nachsten Schritt gelagert.

Die Proteintrennung wurde mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchge-
fuhrt. SDS (sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat) sorgt fir die Proteinentfaltung, was zu
einem proportionalen Verhaltnis von negativer Ladung und Proteinmasse fihrt. Das ermdglicht
die Trennung im Polyacrylamidgel mit angelegter Spannung. Daflr erfolgte nach Zugabe eines
Ladepuffers (4x Bolt™ LDS Sample Buffer, Invitrogen) die Denaturierung der Proteine bei 95°C
im Heizblock/Thermomixer compact (Eppendof) mit 550 rpm Schittlerbewegung fir 5min.
Daraufhin wurden die Proben schnell auf Eis gestellt und anschlieflend in Slots eines 4-12%igen
Bis-Tris-Gels (SDS-Polyacrylamid Gel NUPAGE® Novex®, Invitfrogen) pipettiert, nachdem ein
Laufpuffer (380ml dH,O + 20ml Laufpuffer MES SDS Running Buffer, Invitrogen) in die
Gelkammer eingebracht wurde. Als Protein-GréRenstandard wurde SeeBlue® Plus2 (Invitrogen)
verwendet. Das Gel wurde bei 165V fir ungefahr 30min gefahren.

Mit Hilfe einer elektrischen Blottingkammer wurden die aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf
eine Nitrocellulosemembran (Whatman) Ubertragen (geblottet). Es wurde zunachst Transferpuffer
(10ml 10x Towbinpuffer; 10ml Methanol; 80ml dH,0) angesetzt und die Membran fir 20-30 min
sowie Filterpapier (Whatman-Papier, BioRad) fur 10min darin eingelegt. Der Towbinpuffer wurde
angesetzt mit 250 mM Tris, 1,9 M Glycin, mit dH,O auf 500ml aufgeftllt, pH 8,5. Im Anschluss
daran wurde ein Sandwich erstellt (Whatmanpapier-Gel-Membran-Whatmanpapier) und dieses in
die Blottingkammer eingebracht. Geblottet wurde bei 100mA fiir eine Stunde.

Im nachsten Schritt wurden die zu untersuchenden Proteine mit zwei Antikdrperreaktionen

detektiert und sichtbar gemacht (Details zu den Antikdrpern siehe Kapitel 2.1.6). Der primare
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Antikoérper (AK) findet charakteristische Aminosduresequenzen des gesuchten Proteins und
bindet an diese an. Der sekundare AK besitzt eine Markierung und erkennt / bindet spezifisch
den primaren AK. Uber die Markierung ist eine lumineszierende Nachweisreaktion moglich.

Dazu wurde die Membran zuerst fir eine Stunde in Blockierldsung inkubiert (auf dem Tisch-
schittler), um unspezifische Proteinbindungen zu vermeiden. Die Blockierldsung bestand aus 5%
Magermilchpulver geldst in TBST-Waschpuffer (TBS {150 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI; pH 8};
0,05% Tween). Nachfolgend wurde die Membran mit in Milch/ BSA (bovine serum albumin)
verdinntem Primarantikdrper inkubiert (Uber Nacht auf Schittler im Kuhlschrank bei 4°C). Am
Folgetag wurden Waschdurchgange (dreimal TBST fir 10min) durchgefihrt und die Membran fir
eine Stunde mit verdinntem Sekundarantikdrper inkubiert. Hierauf wurde die Membran erneut
mit TBST/PBS/TBS (2x 10 min/ 1x 5-10 min/ 1x 5min) gewaschen und anschlieend mit
Entwicklerlésung (ECL-Lésung, GE Healthcare) inkubiert. Dadurch emittiert der Protein-AK-
Marker Komplex Licht (Chemilumineszenz), was einen aufgelegten Rodntgenfilm (Amersham
Hyperfilm ECL, GE Healthcare) schwarzte und die Proteinbanden so sichtbar machte. Dieser
Vorgang konnte mit dem nachsten Antikérper wiederholt werden, nachdem die Membran
gestrippt wurde: Dafir erfolgte mehrmalige Waschung mit PBS und anschlielend Inkubation mit
Re-Blot Plus Mild Lésung (10x; 1ml+9ml dH,0) fur 15min auf dem Tisch-Schattler. Nach zwei-
maliger PBS-Waschung (10min) wurde die Membran erneut in Blockierlésung (Zusammen-
setzung siehe Seite 21 oder 34 Zeile 5) inkubiert. Dies geschah fir eine Stunde auf dem Tisch-
schittler. Danach konnte die Membran mit dem nachsten primaren AK inkubiert werden (Uber
Nacht auf Schuttler im Kihlschrank bei 4°C).

2.2.4.2 Alizarin Farbung

Zur Beurteilung des osteogenen Differenzierungspotentials wurden DFVs der Passagen 8 und 14
in 48-well Platten (Thermo-Scientific, Nunc) ausgeséat und mit Zellkulturmedium (Kontrolle) und
osteogenem Differenzierungsmedium (STEMPRO Kit, Gibco, Invitrogen cell culture) kultiviert.
Letzteres wurde angesetzt mit 90ml 1x Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium
(STEMPRO Kit), 10ml 1x Osteogenesis Supplement (STEMPRO Kit) und 50ul Pen-Strep
(Sigma). Nach drei Wochen in Kultur wurden die Zellen mit einer Alizarin Rot S (Sigma-Aldrich)
Lésung behandelt. Dabei farbt Alizarin Kalziumablagerungen rot ein und macht auf diese Weise
die Mineralisierung von Zellen sichtbar. Es wurde eine 2%ige Alizarin Rot S Lésung mit dH,O
angesetzt. Der pH-Wert wurde unter Rihren (magnetischer Ruhrer, Variomag) mit Ammonium-
hydroxid (Roth) auf 4,2 eingestellt und mit dem Tisch pH-Meter (Mettler Toledo) kontrolliert.
Anschlieffend wurde die Lésung durch einen 0,2 ym Filter (corning) filtriert.

Vor Zugabe der Farbelésung wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, mit eisgekuhltem

70% Ethanol fixiert (10min) und nochmals dreimal mit dH,O gewaschen. Die Zellfarbung mit
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2%iger Alizarin Rot S Ldsung erfolgte fur 10-15 min bei Raumtemperatur. Im Anschluss daran
wurden die Zellen grundlich mit PBS gewaschen und die gefarbten Kalziumareale mit der
Mikroskopkamera SC30 dokumentiert.

2.2.4.3 Quantifizierung und statistische Auswertung

Die Westernblot-Gel-Aufnahmen wurden zunachst invertiert (Photoshop, Adobe Systems).
Anschliel’end erfolgte die Subtraktion des Backgrounds und die Quantifizierung der Banden-
intensitat mit ImagedJ (Open Source).

Um die Alizarin-Farbung zu quantifizieren, wurden die Alizarinkristalle durch Einwirken von
10%iger Cetylpyridiniumchloridmonohydrat Lésung aufgeldst (30min bei RT) und die Absorption
der resultierenden Lésung bei einer Wellenlange von 540nm gemessen. Das wurde mit dem
Plattenreader von Tecan gemacht. Die Prifung auf statistische Signifikanz erfolgte mit dem T-

Test mit einem Signifikanzniveau von 0,05.

2.2.5 Stammzellmarker-Analyse mit der FACS-Durchflusszytometrie

Zellen der Passagen 7 und 18 wurden fur eine Analyse von Stammzellmarkern mit fluoreszenz-
markierten, markerspezifischen AKs versehen und mittels FACS (fluorescence-activated cell
sorting)-Durchflusszytometrie untersucht.

DFVs wurden aus Zellkulturflaschen entnommen (abgelést mit Trypsin-Lésung), mit 1x PBS
gewaschen und fir 5min mit 1200 rpm abzentrifugiert. Fur jeden zu untersuchenden Marker
wurden 500.000 Zellen in 45ul Farbepuffer (2 nM EDTA, 0,5% BSA) resuspendiert. Zellen, bei
denen STRO-1 untersucht werden sollte, wurden mit 90ul Farbepuffer resuspendiert. Nach
Zugabe von 5ul Antikdrper-Losung gegen die Marker CD44/ CD146/ CD105 und Stro-1 (Details
zu den Antikdrpern siehe Kapitel 2.1.6) wurde gevortext und anschlieBend im Dunkeln auf Eis
inkubiert (45min). Die verwendeten Isotyp-Kontrollen sind ebenfalls im Kapitel 2.1.6 aufgelistet.
Nach Inkubation wurde nochmals 1ml Farbepuffer zugegeben und flir 5min bei 1200 rpm
abzentrifugiert. Die Zellen wurden in 0,5ml Farbepuffer resuspendiert und anschlieffend mit dem
FACS-CANTO Durchflusszytometer (Becton Dickinson Biosciences) analysiert.

Um das intrazellulare Protein Nestin durchflusszytometrisch zu untersuchen, erfolgte eine intra-
zellulare Farbung. Dazu wurde eine Stammlésung mit 1% BSA und 2% Saponin in PBS ange-
setzt (10ml PBS mit 0,1g BSA und 0,2g Saponin). Die Zellen wurden mit 2% Paraformaldehyd
(PFA, verdinnt mit dH,O) im Kihlschrank fur 15min fixiert. Nach Zugabe von 1ml Waschpuffer
(1:10 Verdiinnung der Saponin-Stammlésung mit PBS) wurde abzentrifugiert und der Uberstand

verworfen. Bei Raumtemperatur folgte fir 15min die Resuspension in 200l Permeabilitatspuffer
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(1:5 Verdlnnung der Saponin-Stammlésung mit PBS). Die Zellsuspension wurde erneut
gewaschen (1ml Waschpuffer) und der Uberstand nach Zentrifugation abgekippt. Der Antikdrper
gegen Nestin (Details zu den Antikérpern siehe Kapitel 2.1.6) wurde in Waschpuffer angesetzt
(200! + 10ul AK) und mit den Zellen (0,8ul pro Tube) fir eine Stunde im Kihlschrank inkubiert.
Anschliefiend wurde erneut 1ml Waschpuffer zugegeben und das Zellpellet nach Zentrifugation
(Uberstand abgekippt) in Farbepuffer resuspendiert. Die Analyse erfolgte ebenfalls mit dem
FACS-CANTO Durchflusszytometer.
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3. Ergebnisse

3.1 B-Galaktosidase (B-Gal) Farbung und Zellmorphologie

Veranderte Zellmorphologie und B-Galaktosidase (B-Gal) Aktivitat gelten als charakteristische
Eigenschaften seneszenter Zellen. In der vorliegenden Arbeit wurde B-Gal-Aktivitat bei langzeit-
kultivierten DFVs mittels Farbenachweis gezeigt. In Passage 8 konnte vereinzelt leichte Farbung
beobachtet werden. Mit steigender Passagenzahl nahm Farbintensitdt und Anzahl gefarbter
Zellen deutlich zu, was besonders bei Passage 14 erkennbar war (Abbildungen 2A/B und 3A).
Dennoch zeigten Zellen der Passagen 16 und 18 stagnierende oder sogar leicht abnehmende -
Gal-Aktivitat (Abbildung 3A). Die morphologische Untersuchung B-Gal-positiver Zellen ergab
zunehmend vergrolierte Zellformen (Abbildungen 2A/B und 3B), wobei geringe Veranderungen
zwischen Passage 8 und 10 festgestellt wurden. Eine deutliche Zunahme des Zellumfanges
zeigte sich bei Passage 12/ 14. Bei Zellen der hochsten Passagen war eine weite Streuung von
Messwerten erkennbar (Abbildung 3B).

Die Werteverteilung von veranderter Zellmorphologie und (-Gal Farbung wurde, wie im
Methodenteil beschrieben, gepruft: Der Kruskal-Wallis Test bestatigte bei beiden die statistische
Signifikanz der Uber alle Passagen verteilten Werte. Die Nullhypothese (= die Werteverteilung
Uber Passagen ist gleich) konnte somit abgelehnt werden.

Mit dem Mann-Whitney-U Test wurden die Werte der einzelnen Passagen untereinander auf
statistische Signifikanz gepruft. Die Parameter (Nullhypothese, Signifikanzniveau) blieben dabei
unverandert. Fir die Zellmorphologie wurde die Nullhypothese bestatigt bei Vergleichen niedriger
Passagen untereinander (8-10) und bei Vergleichen hoher Passagen untereinander (14-16-18).
Beim Vergleich der Passagen 10-12 und 12-14 wurde die Nullhyopothese abgelehnt (Abbildung
3B). Die Werteverteilung war auch signifikant, wenn niedrige Passagen mit héheren Passagen in
Relation zueinander gesetzt wurden (z.B. 8-12; 8-14; 10-14; 10-16). Bei der p-Gal Farbung
bestatigte die Werteverteilung zwischen Passagen 10-12 und 16-18 die Nullhypothese. Alle

anderen Vergleiche zeigten signifikante Veranderungen (Abbildung 3A).
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B)

Abbildung 2: Nachweis von B-Gal Aktivitit und Morphologie bei DFVs nach Kultivierung bis Passage 18.

Anfarbung der B-Galaktosidase Aktivitat zeigt Zunahme von Farbeintensitat und -quantitat, besonders in Passage 14. Morpholo-
gische Veranderungen wahrend der Kultivierung stellen sich in Form vergroRerter Zellumfange dar.

A): B-Gal Aktivitdt und Morphologie von DFVs der Passagen 10-18 im Vergleich zu Zellen der Passage 6. VergréRerung: 100-
fach.

B): Vergleich von DFVs der Passagen 8 und 14 mit veranderter Zellmorphologie und 3-Gal Aktivitat. VergroRerung: 200-fach.
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Abbildung 3: Grafik der Anzahl gefarbter Zellen/ ZellgroRe liber die Passagen hinweg (inklusive Statistik).
A): Boxplot, der die Zunahme -Gal gefarbter Zellen bei steigender Passagenzahl zeigt
B): Boxplot, der die GréRenveranderung der Zellen bei zunehmender Passagenzahl darstellt

A) und B): Passagen, die die Nullhypothese bestatigen (Mann-Whitney-U) sind zueinander gruppiert
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3.2 Untersuchung der Telomerlange

Die Telomerlange der DFVs aus den Passagen 8 bis 18 wurde mit Southern Blot und Real-Time
PCR untersucht. Beim Southern Blot zeigten die Banden der Gelelektrophorese, dass Telomere
der Passage 14 und 16 den weitesten Weg im Gel zurticklegten (Abbildung 4A). Daraus konnte
gefolgert werden, dass sie aufgrund verringerter GréRe schneller und weiter durch das Gel
wanderten. Der Southern Blot zeigte somit verkirzte Telomere in den Passagen 14 und 16 im
Vergleich zu niederen Passagen. Dieses Ergebnis wurde mit der Real-Time PCR bestatigt. Sie
dokumentierte verkiirzte Telomerlangen ab Passage 14 (Abbildung 4B). Die Unterschiede der
Telomerlangen korrelieren mit den Ergebnissen der vorangegangenen histologischen und
morphologischen Untersuchung. Die ist ein weiteres Indiz flir die Tendenz zur Seneszenz ab

Passage 14.
B)

Telomer Lange

1,2

1

08

0,6

04

0,2 |

0 . . . .

P8 P10 P12 P14 P16
Passagen

P8 P10 P12 P14 P16 P18 Ctr.

Abbildung 4: Telomerldangen-Analyse von Zellen nach Kultivierung bis Passage 18.

Southern Blot (A) und Real-Time PCR (B) zeigen Veranderungen der Telomerlange von kultivierten DFVs.
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3.3 Protein-Analyse und osteogene Differenzierbarkeit

Die bisherigen Ergebnisse stellten starkere Veradnderungen ab Passage 14 dar. Um das
osteogene Differenzierungspotential von Zellen dieser Passage beurteilen zu kdnnen, erfolgte
eine Analyse osteogener Marker via Western Blot (Abbildung 5) und Alizarinfarbung (Abbildung
6).

Die Proteine von osteogen differenzierten Zellen der Passagen 8 und 14 wurden mittels Western
Blot untersucht. Dabei wurden TEP1 (telomerase associated proteine) und die osteogenen
Differenzierungsmarker OPN (Osteopontin) und RUNX2 analysiert. B-Aktin diente zur Kontrolle.
Die Zellen der hohen Passage zeigten verringerte TEP1-Expression, Herunterregulation von
OPN (Osteopontin) und keine Induktion des osteogenen Differenzierungsmarkers RUNX2
(Abbildung 5A/B).

A) B)
25 "P8_ODM
=p14_ODM
2,0
5
2
P8 P14 g 15
Ctr. Diff.  Ctr. Diff. 5
c
o

T ———

RUNX2 -~

05

0,0

TEP1 OPN RUNX2

Proteine

Abbildung 5: Protein Analyse von osteogen differenzierten DFVs der Passagen 8 und 14.
A): Western Blot
B) Quantifizierung des Western Blots mit unterschiedlicher Proteinexpression der Passagen 8 und 14.

A) und B): Zellen der héheren Passage (14) exprimierten weniger TEP1, zeigten Herunterregulierung des osteogenen
Differenzierungsmarkers OPN und keine Induktion des osteogenen Differenzierungsmarkers RUNX2. B-Aktin diente als
Kontrolle.
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Mit der Alizarin-Farbung wurde der Nachweis erbracht, dass Zellen der Passage 8 mehr
Kalziumablagerungen nach osteogener Differenzierung besalten als Zellen der Passage 14.
Unter Mikroskopkontrolle zeigten Zellen der Passage 8 eine zwar dezente aber starkere
Rotfarbung im Vergleich zu Zellen der Passage 14 (Abbildungen 6A, 6B). Das bestatigte die
Quantifizierung der Farbung (Abbildung 6C). Die Kalziumablagerungen waren in Passage 14
signifikant verringert (T-Wert: 0,024) (Abbildung 6C). Nach Protein-Analyse und Alizarin-Farbung
scheinen DFVs in hdéheren Passagen ein geringeres osteogenes Differenzierungspotential zu

besitzen.

43



44

Ergebnisse

A)

DMEM

B)

44



(1)

OD 540 nm

05

04 -

03 -

02 -

01

Ergebnisse 45

= P8_DMEM
=pg_ODM

B *P14_DMEM
"P14_ODM

P8_DMEM PS_ODM P14_DMEM P14_ODM

Abbildung 6: Alizarin-Farbung (mikroskopisch) osteogen differenzierter DFVs mit Quantifizierung.

Stéarkere Alizarinfarbung von Zellen der Passage 8 (6A) im Gegensatz zu Zellen der Passage 14 (6B). Kultivierung erfolgte mit
osteogenem Differenzierungsmedium und Zellkulturmedium zur Kontrolle.

6C) zeigt Quantifizierung der Alizarinfarbung mit signifikantem Unterschied (T-Test) zwischen P§_ODM und P14_ODM.

3.4 Stammzellmarker-Analyse mit der FACS-Durchflusszytometrie

Mit der FACS-Durchflusszytometrie wurden Stammzellmarker von DFVs untersucht. Dabei

exprimierten Zellen der Passagen 7 und 18 die mesenchymalen Stammzellmarker CD44, CD105
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und Nestin mit 97,8% - 99,9% positiver Zellen (Abbildung 7). Die Expression von CD146 und
Stro1 war allgemein niedrig, aber unterschied sich im Passagenvergleich. Interessanterweise
nahm die Zahl positiver Zellen fir CD146 und Stro1 mit steigender Passage zu. Dies geschah
deutlich bei CD146 und weniger deutlich bei Stro1 (Abbildung 7).

Darlber hinaus gab es keinen deutlichen Unterschied zwischen den Passagen bei der
Expression von Nestin. Trotzdem konnten 2 charakteristische Peaks bei der Nestinproduktion in

hochpassagierten Zellen beobachtet werden.

Charakterisierung von hDFCs in Passage 7

CD44 CD146 CD105 Nestin Strol
; 99,9% i: 9,3% : 99.8% : | 21,1%
Charakterisierung von hDFCs in Passage 18
CD44 CD146 CD105 Nestin Strol

ER 18,5%

0 W W W X M X W

Abbildung 7: FACS-Analyse der DFVs (Passagen 7 und 18) fiir die Marker CD44, CD146, CD105, Nestin und
Stro1)
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4. Diskussion

4.1 Diskussion von Methodik und Ergebnissen

4.1.1 B-Galaktosidase (B-Gal) Farbung und Zellmorphologie

SA-B3-Galaktosidase wird von dem GLB1-Gen als lysosomale B-Galaktosidase kodiert (189,190).
Sie spaltet glykosidische Bindungen (Abspaltung endstandiger Zuckerreste) von Glykokonjugaten
wie Glykoproteinen (189,190). Die B-Gal Expression gilt als etablierter Biomarker fur zellulare
Seneszenz in vitro und in vivo (191). Die in dieser Studie untersuchten Zellen zeigten vereinzelt
dezente B-Gal Farbung in P8. Mit steigender Passagenzahl erhéhte sich die Farbintensitat und
Anzahl gefarbter Zellen, besonders deutlich in P14. Stagnation oder sogar leichte Abnahme der
B-Gal Aktivitat war in P16 und P18 zu erkennen. Laut Dimri et al. wurde B-Gal Expression nur bei
seneszenten Zellen nachgewiesen, nicht aber bei praseneszenten, ruhenden, enddifferenzierten
oder immortalisierten Zellen (171). Dem entgegen beschreiben andere Studien 3-Gal Expression
auch bei nicht-seneszenten Zellen (113,192). Eine SA-B-Gal Farbung scheint daher keine
alleinige (stand-alone) Methode zur Identifizierung von Seneszenz zu sein. Gemal® Ma et al.
beeinflussen scheinbar auch verschiedene Fixierlésungen der B-Gal Farbekits das Farbeergeb-
nis: Eine Kombi-Lésung mit Glutaraldehyd lieferte bestédndige Farbeergebnisse, wohingegen
Paraformaldehyde und Formaldehyde nur bei 4°C fixierten und Carnoy's Loésung die (B-Gal
Aktivitat sogar storte (193). Das in der vorliegenden Arbeit angewandte Kit beinhaltet die Kombi-
Fixierldsung (2% Glutaraldehyd , 20% Formaldehyd) und beruht auf einer zytochemischen
Methode zur Anfarbung der B-Gal Aktivitat. In einer Studie von Debacqg-Chainiaux et al. wird
diese mit einer fluoreszenz-basierenden Farbemethode verglichen (191). Laut der Studie ist
letztgenannte Methode sensitiver und bietet in Verbindung mit Durchflusszytometrie eine
quantitative Messung der B-Gal Aktivitat pro Zelle. Bei der zytochemischen Methode wird die
Auszahlung ‘'manuell” mit Mikroskop durchgefihrt, was aufwandig und subjektiv ist.

Eine vergroRerte, flache Zellmorphologie ist ebenfalls ein wichtiger Seneszenzmarker (94).
Steigende Passagenzahl ergab zunehmend vergroéRerte Zellformen mit geringen Veranderungen
zwischen P8 und P10 aber deutlicher Zunahme bei P12/ P14. Die Werteverteilung der Zellgré3en
war in den hdochsten Passagen weit gestreut. Bei der Markierung von Umfangen (B-Gal gefarbter

Zellen war die Erkennung von Zellgrenzen schwierig, wenn Zellen dichtgewachsener waren oder
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sich Uberlagerten. Das begunstigte Messungenauigkeiten. Die Zahl der vermessenen Zellen
wurde erhdht, um den Einfluss von Messungenauigkeiten auf das Ergebnis zu minimieren.

Die statistisch signifikante Anderung von B-Gal Farbung/Aktivitdt und Morphologie (iber alle
Passagen gesehen (Kruskal-Wallis-Test) zeigt, dass DFVs in héheren Passagen zwei typische
Seneszenz-Eigenschaften besitzen. Eine wichtige Rolle scheint dabei Passage 14 zu spielen. Ab
hier war eine intensive Blaufarbung nahezu aller Zellen erkennbar, was auf einen sprunghaften
Anstieg der B-Gal Aktivitat hindeutete. Das gehaufte Auftreten vergroRerter Zellen in P14 stiitzt
diese These. AuRerdem ist in P16 und P18 auffallig, dass ZellgréRen weit gestreut sind und
sowohl Gréllenzuwachs als auch B-Gal Aktivitat stagnieren oder leicht abfallen. Ursache daflr
kénnte eine Immortalisierung der Zellen sein, ausgeldst durch Mutation wahrend der Langzeit-
kultivierung. Das wirde die These von Dimri et al. stitzen, dass immortale Zellen keine (3-Gal-
Expression aufweisen (171). Interessante Parallelen zu den hier prasentierten Ergebnissen von
DFVs zeigt eine aktuelle Studie zur (3-Gal Aktivitat bei dentalen Pulpastammzellen. Dort stoppt
die Zellteilung in P14, nachdem in P13 eine maximale Anzahl seneszenter Zellen erreicht wurde
(194). Bei einer anderen DPSC-Zelllinie dieser Studie proliferieren Zellen Gber P14 hinaus und
zeigen in den Folgepassagen ebenfalls einen Abfall der B-Gal Aktivitdt, das auch dort mit

spontaner Immortalisierung interpretiert wurde (194).

4.1.2 Untersuchung der Telomerlange

In der heutigen Literatur werden verschiedene Verfahren fir die Analyse von Telomerlangen auf-
gefuhrt (195). Der Southern Blot (TRF-Analyse) ist die alteste Methode und gilt als Goldstandard
(196). In der vorliegenden Arbeit gehdrte er zur gewahlten Methode. Nachteilig ist seine hohe
Komplexitat und der Bedarf grolRer Probenmengen, weshalb sich laut einer aktuellen Studie die
RT-PCR als neue Methode der Wahl etabliert hat (197). Beide Verfahren scheinen ahnliche
Reproduzierbarkeit zu besitzen, was aber noch umstritten ist (197-199). Die RT-PCR wurde hier
erganzend zum Southern Blot durchgefiihrt und deren Ergebnisse miteinander verglichen. Dabei
ergab der Southern Blot verkirzte Telomere in P14 und P16 im Vergleich zu niederen Passagen.
Die RT-PCR dokumentierte verkurzte Telomerlangen ab P14. Beide Methoden erbrachten
Ubereinstimmende Ergebnisse und wiesen P14 als kritischen Zeitrahmen aus. Im Einklang mit -
Gal Farbung und morphologischer Untersuchung bestarkte die Telomeranalyse somit eine
Tendenz zur Seneszenz ab P14. Auch zeigten beide Methoden eine Zunahme der Telomerlange
in P18. Die Ursache dafir kdnnte in der Immortalisierung der Zellen mit Hochregulierung von
Telomeraseaktivitat liegen (200). Bei niedrig passagierten DFVs (P3) ist nach Jeon et al. die rela-
tive Telomeraseaktivitat im Vergleich zu anderen DSCs signifikant gering (201). DPaSCs (SCAP)

lieRen laut deren Studie die grofite Telomeraseaktivitat erkennen. Jeon et al. erstellte auch einen
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Vergleich der Telomerlangen von niedrig passagierten DFVs, DPaSCs (SCAP), DPSCs und
MSCs des Knochenmarks, was aber keine signifikanten Unterschiede hervorbrachte (201).

In der vorliegenden Arbeit wurden Telomerlangen von DFVs verschiedener Passagen untersucht.
Trotz deutlich erkennbarer Veranderungen waren die Telomerunterschiede nicht so stark aus-
gepragt, wie das nach den vorangegangenen Versuchen zu vermuten gewesen ware. Damit
bestatigten beide Methoden die von Fesahat et al. durchgefiihrte Southern-Blot-Telomer-
Analyse, die ebenfalls tendenzielle Anderungen ergab (186). Grund dafiir kdnnte beim Southern
Blot ein dokumentiertes Bindungsproblem zwischen sehr kurzen Telomeren und der
Hybridisierungsprobe sein (196). Das klingt plausibel, erklart aber nicht das Gbereinstimmende
Ergebnis der Zweitmethode (RT-PCR). Zukinftige Studien kdnnten daher erforschen, ob dieses
Ergebnis methodenbedingt ist oder ob andere Ursachen vorliegen. Daflr wiirde sich die STELA-
Methode (single telomere length analysis) anbieten, da sie im Gegensatz zu Southern Blot und

RT-PCR einzelne, individuelle Telomerlangen misst (195,196).

4.1.3 Protein-Analyse und osteogene Differenzierbarkeit

Die Signalstarke/Bandenintensitdt des Western Blots erscheint besonders bei der (-Actin-
Kontrolle zu stark, was einer zu hohen AK-Konzentration geschuldet sein kdnnte. Die
Auswertbarkeit des Western Blots wurde dadurch aber nicht beeintrachtigt. Die Zellen der hohen
Passage zeigten verringerte TEP1-Expression, Herunterregulation von OPN (Osteopontin) und
keine Induktion des osteogenen Differenzierungsmarkers RUNX2. Die TEP1-Expression der
DFVs wurde untersucht, da Telomerase eine wichtige Rolle bei dem Erhalt der Telomerlédnge
spielt. TEP1 interagiert mit den Telomerase-Untereinheiten hTR und hTERT (202). Obwohl Liu et
al. die Beteiligung von TEP1 bei der in vivo Telomerase-Aktivitat bezweifelt (203), verdeutlichte Li
et al., dass nicht nur TERT sondern auch TEP1 essenziell ist fir den Telomerase-Komplex in
humanen Tumorzellen (204). Die herunterregulierte TEP1-Expression in P14 kann somit zur
Verringerung der Telomeraseaktivitat beitragen was in Telomerverkirzung kulminiert. Die Studie
von Simonsen et al. weist hin auf die Bedeutung von Telomerase fir das Hinauszdgern von
Seneszenz. Hier verhindert die Telomerase-Expression in hMSCs eine seneszenz-assoziierte
Einschrankung der Osteoblastenfunktion (205). OPN ist in vielen physiologischen und patho-
logischen Prozessen involviert (206,207). Die Hemmung von OPN bewirkt Einschrdnkung von
Zellwachstum und Tumorbildung (208). Pazolli et al. berichtete, dass OPN das Zellwachstum
praneoplastischer Zellen férdert (209). In dieser Arbeit ergaben DFVs in hoher Passage eine
Herunterregulierung von OPN, was als Folge von tumorsuppressiver Seneszenz interpretiert
werden kénnte. Dementgegen zeigte Pazolli et al. aber seneszente Fibroblasten mit erhéhten
OPN Werten (209). Eine wichtige Funktion hat OPN als osteogener Differenzierungsmarker. Die

Herunterregulierung von OPN I&sst auf ein verringertes osteogenes Differenzierungspotential von
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DFVs in P14 schlielen. Die fehlende/ kaum erkennbare RUNX2-Expression in P14 stitzt diese
These. RUNX2 ist flr Osteoblasten-Differenzierung essenziell (210). Auch bei seneszenten
hPDLFs (human periodontal ligament fibroblasts) ist RUNX2 herunterreguliert (211).

Bei der Alizarin-Farbung zeigte die Mikroskopkontrolle eine dezente aber starkere Rotfarbung
von Zellen aus P8 im Vergleich zu Zellen aus P14. Die Quantifizierung der Alizarin-Farbung liefl3
eine eindeutige Reduzierung des osteogenen Differenzierungspotentials bei Zellen héherer
Passage erkennen. Der T-Test bestatigte den signifikanten Unterschied der erhaltenen Werte.
Das Ergebnis der Alizarin-Farbung stiitzte somit die Aussagen der vorangegangenen Versuche.
Mit der Bindung an Kalziumablagerungen macht Alizarin die spaten Differenzierungsanzeichen
sichtbar, weshalb die Alizarin-Farbung in der vorliegenden Arbeit nach drei Wochen osteogener
Differenzierung durchgeflihrt wurde. In einer Studie verzeichnete Feldhaus et al. die ersten
spaten Differenzierungs-Anzeichen frihestens nach drei Wochen (212). In einem weiteren
Versuchsansatz setzte er die Alizarin-Farbung nach 4 Wochen an, wobei beide Versuchsansatze
mit Zellen (DFVs) der Passage 6 durchgefuhrt wurden (212). Demnach besteht die Mdglichkeit,
dass hoher passagierte DFVs eine langere Differenzierungszeit als drei Wochen bendtigen, um
Kalziumablagerungen zu bilden.

Ein Vorteil der Farbemethode mit Alizarin Rot ist, dass der Farbstoff der quantitativen
Kalziumkomplex-Anfarbung zur anschlieRenden Quantifizierung herausgelést werden kann. Dazu
wurde Cetylpyridiniumchloridmonohydrat-Lésung verwendet. Fir diese Standardmethode
postuliert Gregory et al. eine Modifikation, die besonders bei schwacher Farbung vorteilhaft sein
soll und eine 3-fach hdéhere Sensitivitat gegenuber der Standardmethode verspricht: Das
Ausldsen des Farbstoffes geschieht dabei mit 10%iger Essigsaure, der Ausgleich des pH-Wertes

erfolgt mit Amoniumhydroxyd (213).

4.1.4 Stammzellmarker-Analyse mit der FACS-Durchflusszytometrie

Die fur Durchflusszytometrie ausgewahlten Stammzellmarker werden typischerweise von
mesenchymalen Stammzellen exprimiert und verdeutlichen so die Zusammengehorigkeit der
MSC-Zellarten (214). Die Expression der Marker Nestin, Stro1, CD44 und CD105 ist bei DFVs
bereits dokumentiert (62,215,216) und belegt Stammzellzugehdrigkeit (‘stemness’). In einer
aktuellen Studie wurden DFVs der niedrigen Passage 6 (Nestin: Passage 4) ebenfalls mit der
FACS-Durchflusszytometrie (im selben Labor) analysiert (217). Untersucht wurden dabei die
Marker CD44, CD146, CD105, Nestin und Stro1. In der hier vorliegenden Arbeit zeigten DFVs
der niedrigen Passage (P7) vergleichbare Werte fur CD44, CD105 und Nestin. Stro1 und CD146
sind hier starker exprimiert, obgleich CD146 in beiden Studien ein sehr geringes
Expressionsniveau hat. Die vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass auch nach Langzeitkultivierung

keine merklichen Unterschiede bei der Expression von Stro1, CD44 und CD105 vorliegen. Die
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Nestin-Expression wies keinen deutlichen Unterschied auf zwischen P7 und P18. Dennoch ergab
sie zwei charakteristische Peaks in P18, die in P7 nicht zu erkennen waren. Es wird berichtet,
dass herunterreguliertes Nestin in Stresssituationen wieder hochreguliert wird (218). Das passt
zu dem hier dargestellten Expressionsmuster und verdeutlicht den Zellstress bei tendenziell
seneszenten Zellen. In einer friheren Studie waren DFVs negativ fur CD146 (216). Interessant
ist, dass in der vorliegenden Arbeit zum einen CD146 nachgewiesen werden konnte und zum
anderen, dass sich die Expression in P18 nahezu verdoppelt hat. Die Hypothese, dass
Seneszenz CD146-abhangig ist, kann somit aufgestellt werden. Welche Rolle CD146 dabei

spielt, kdnnte Gegenstand zukulnftiger Studien sein.

4.2 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert neue Erkenntnisse zur Seneszenz von langzeitkultivierten dentalen
Follikelvorlduferzellen. So scheint Passage 14 eine kritische Phase bei der Ausbildung
seneszenter Tendenzen bei DFVs zu sein. Dies wird bekraftigt durch: Aktiviat der B-
Galaktosidase, morphologische Zellveranderungen, vermindertes osteogenes Differenzierungs-
potential sowie Herunterregulierung von osteogenen Markern und Telomerase-assoziiertem
TEP1. Die Untersuchung der Telomerlangen zeigt ebenfalls Telomerverkirzung ab Passage 14.
Im Passagenvergleich sind Telomerverkiirzungen tendenziell, was die von Fesahat et al. (186)
postulierten Ergebnisse bekraftigt. Weiterhin lasst sich nach Stammzellmarker-Analyse die
Hypothese aufstellen, dass CD146 eine Rolle bei der Entstehung von seneszenten DFVs spielt.

DFVs weisen bis Passage 18 somit keine stark ausgepragte, zellzyklushemmende Seneszenz
auf. Der Fokus zukunftiger Studien sollte daher auf Passagen grofer 18 liegen. Hier kdnnten
Zellzyklusanalysen und Proliferationsstudien Aussagen Uber die Teilungsfahigkeit von hoch-
passagierten DFVs machen. Ebenso sind weiterfihrende Studien nétig, welche die Bedeutung

von CD146 fur die Entstehung von Seneszenz untersuchen.
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5. Zusammenfassung

Die Seneszenz und ihre Auswirkung auf zellularer Ebene wurde bereits in vielen Studien
untersucht. Sie spielt eine wichtige Rolle in physiologischen Prozessen und bei der in vitro
Zellkultivierung. So hat Seneszenz Einfluss auf den Alterungsprozess des Organismus, gilt aber
auch als wichtiger Tumorsuppressor-Mechanismus. Bei der in vitro Zellexpansion von adulten
Stammzellen ist Seneszenz ein limitierender Faktor, da sie zu begrenzter Lebenserwartung,
Einschrankung der Differenzierungsfahigkeit und verringertem Proliferationspotential fuhrt. In der
modernen Zahnmedizin stellen adulte dentale Stammzellen wie DFVs vielversprechende
zukinftige Behandlungsalternativen dar, beispielsweise fir die Regeneration parodontalen
Gewebes. Eine in vitro Expansion dieser Zellen ist jedoch unumganglich, wobei Seneszenz-
marker von DFVs bisher noch nicht genau untersucht sind.

Daher war es ein Ziel dieser Arbeit, die Veranderung von Telomerlangen bei DFVs genauer zu
untersuchen, wozu Fesahat et al. bereits erste Erkenntnisse lieferte. Ein zweites Ziel bestand
darin, weitere Seneszenzmarker zu analysieren, um zu prufen, ob DFVs in hohen Passagen
seneszent werden.

Fur die Versuche wurden DFVs bis P18 hochpassagiert. Southern Blot und Real-Time PCR
dienten zur Analyse der Telomerlange. Beide Methoden zeigten Telomerverkirzung ab P14. Die
Telomerunterschiede waren im Passagenvergleich aber nicht deutlich ausgepragt. Das Enzym
Telomerase spielt eine wichtige Rolle bei dem Erhalt der Telomerlange. Telomerase-assoziiertes
TEP1 wurde mittels Western Blot untersucht. Dabei zeigten Zellen von P14 eine Herunter-
regulation von TEP1. Die Prifung weiterer Seneszenzmarker umfasste die Untersuchung von
SA-B-Gal-Aktivitdt und Zell-Morphologie. Bei der B-Gal Farbung erhdhte sich mit steigender
Passagenzahl die Farbintensitdt und Anzahl gefarbter Zellen, besonders deutlich in P14.
Stagnation oder sogar leichte Abnahme der B-Gal Aktivitat war in P16 und P18 zu erkennen. Die
steigende Passagenzahl ergab auch zunehmend vergroRerte Zellformen, besonders bei P12/
P14. In den héchsten Passagen war die Werteverteilung zudem weit gestreut. Die Analyse des
osteogenen Differenzierungspotentials erfolgte mit Western Blot und Alizarin-Farbung. Western
Blot verdeutlichte Herunterregulation (OPN) sowie keine Induktion (RUNX2) dieser osteogenen
Differenzierungsmarker in P14. Bei der Alizarin-Farbung zeigte sich eine dezente aber starkere
Rotfarbung von Zellen aus P8 im Vergleich zu Zellen aus P14. |hre Quantifizierung belegte eine
eindeutige Reduzierung des osteogenen Differenzierungspotentials bei Zellen hdherer Passage.
Der T-Test bestatigte den signifikanten Unterschied der erhaltenen Werte. Mit der FACS-Analyse

wurde die Stammzellmarker-Expression untersucht. Nach Langzeitkultivierung lagen keine
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merklichen Unterschiede bei der Expression von Stro1, CD44 und CD105 vor. Auch die Nestin-
Expression wies keinen deutlichen Unterschied auf. Dennoch ergab sie zwei charakteristische
Peaks in P18, die in P7 nicht zu erkennen waren. Interessant ist, dass CD146 nachgewiesen
werden konnte und dass sich die Expression in P18 nahezu verdoppelt hat.

Die vorliegende Arbeit liefert neue Erkenntnisse zur Seneszenz von langzeitkultivierten dentalen
Follikelvorlauferzellen. So scheint P14 eine kritische Phase bei der Ausbildung seneszenter
Tendenzen bei DFVs zu sein. Die Telomerverkiirzungen sind tendenziell, was die von Fesahat et
al. (186) postulierten Ergebnisse bekraftigt. Weiterhin lasst sich nach Stammzellmarker-Analyse
die Hypothese aufstellen, dass CD146 eine Rolle bei der Entstehung von seneszenten DFVs
spielt.

DFVs zeigen bis Passage 18 somit keine stark ausgepragte, zellzyklushemmende Seneszenz.
Der Fokus zukinftiger Studien sollte daher auf Passagen groRer 18 liegen. Die Teilungsfahigkeit
hochpassagierter DFVs kdnnte mit Zellzyklusanalysen und Proliferationsstudien analysiert
werden. Ebenso sind weiterfihrende Studien nétig, welche die Bedeutung von CD146 fir die

Entstehung von Seneszenz untersuchen.
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