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1 Einleitung

Stammzellen mit osteogenem Potential sind fur eine erfolgreiche Geweberegeneration
des Knochens von grol3er Bedeutung (Zhu et al. 2006). ,Jaw periosteal stem cells®
(JPCs) sind kieferbildende Stammzellen, die aus dem Periost des Kiefers isoliert
werden und eine vielversprechende Quelle fur die Knochenregeneration in der Oral-
und Kieferchirurgie darstellen (Wanner et al. 2017). Knochendefekte in der Mundhohle
konnen sich stark im Ausmald und der Ursache unterscheiden. Lokaler
Alveolarknochenverlust durch Parodontitis, bis hin zur ausgedehnten Knochenatrophie
aufgrund verschiedener Syndrome, sowie Traumata oder Tumore, die mit
Knochenresorption  einhergehen, flhren zum irreversiblen Verlust des
Knochengewebes (Janssen et al. 2014). Die daraus resultierende eingeschrankte
Kaufunktion, der nachfolgende Sprachverlust und die &sthetische Entstellung
bedeuten  eine  erhebliche Einschrankung  der  Lebensqualitat. Die
Geweberegeneration mit Hilfe von Knochenersatzmaterial stellt bei grof3en
Knochendefekten eine enorme Herausforderung dar, vor allem die Sicherstellung der
Vaskularisierung bis ins Innere des Gewebes (Kaigler et al. 2010, Fernandez de Grado
et al. 2018). Eine therapeutische Alternative sind deshalb isolierte JPCs, sofern eine

ausreichende Verfugbarkeit gewahrleistet ist.

1.1 Knochenersatzmaterial

Es gibt sowohl biologisch als auch synthetisch gewonnene Knochenersatzmaterialien.
Dabei gelten hohe Anspriche an das Ersatzmaterial. Es muss biokompatibel und
biologisch resorbierbar sein, sowohl osteokonduktiv als auch osteoinduktiv wirken und
der Struktur des echten Knochens entsprechen, d.h. Porositat und eine hohe
mechanische Belastbarkeit aufweisen (Faour et al. 2011). Somit stellt der autologe
Knochen den Goldstandard dar, mit dem weiteren Vorteil, dass er immunologisch
kompatibel ist und keine Krankheiten Ubertragen kann (Campana et al. 2014). Jedoch
bringt die Verwendung von autologem Knochen eine Komorbiditat mit sich, da ein
zusatzlicher Eingriff vorgenommen werden muss. Dies birgt ein weiteres Risiko der
Anasthesie, einer Infektion und chronischer Schmerzen (Younger und Chapman
1989). Zudem ist autologer Knochen nur begrenzt verfugbar, und eine vollstandige

mandibulare Rekonstruktion mit Geflhlswiederherstellung, Bezahnung,



Weichgewebe, Asthetik und Funktion ist damit nur schwer méglich (Chanchareonsook
et al. 2014).

Deshalb werden grol3e Hoffnungen in die orale Knochenregeneration mit Hilfe einer
Stammzelltherapie gesetzt. Dabei werden autologe Stammzellen in ein GerUst aus
bioaktiven Substanzen gegeben, das je nach Defekt vorgeformt werden kann und

somit in vitro autologen Knochen nachbildet.

1.2 Knochengeriste

Diese Geruste dienen als eine Art Leitstruktur und bieten mechanische Unterstitzung
fur die Migration, Proliferation und Aktivitat der Zellen, indem eine extrazellulare
Struktur nachgeahmt wird. Die Oberflachenbeschaffenheit, -chemie, und -ladung ist
von grofder Bedeutung fur die Interaktion der Zellen mit dem Gerust. Die Porositat des
Gerusts fordert das Zellwachstum und die Vaskularisierung (Jones et al. 2007). Nach
und nach kann somit das Gerust abgebaut und durch Knochen ersetzt werden. Auch
hier kann das Material sowohl biologisch als auch synthetisch hergestellt sein.
Materialien, die aus Kalziumphosphat bestehen, werden am Haufigsten verwendet
(Padial-Molina et al. 2014). Das 3-D-Drucken, das sogenannte ,Bio-Printing“, ist ein
neueres und vielversprechendes Verfahren zur Herstellung solcher Gerlste (Rios et
al. 2011).

1.3 Das Parodontium

Als Parodontium wird der gesamte Zahnhalteapparat bezeichnet, der den Zahn im
Knochen verankert. Es besteht aus zwei Weichgeweben (Gingiva und Parodontales
Ligament) und zwei Hartgeweben (Zement und Alveolarknochen), welche durch ein
enges Zusammenspiel ein komplexes, multifunktionelles Organ bilden (lvanovski
2009). Die Entwicklung des Parodontium beginnt, sobald die Zellen des inneren und
aulleren Zahnepithels der Halsschleife des Schmelzorgans proliferieren und somit
eine Doppelschicht aus Zellen formen, die sogenannte Hertwig sche Epithelscheide.
Diese Schicht trennt die Zellen der Zahnpapille von den Follikelzellen. Die
Papillenzellen differenzieren zu Odontoblasten, die das Wurzeldentin bilden. Zellen
der Hertwig'schen Epithelscheide sezernieren Matrixproteine, die sich auf dem
gebildeten Wurzeldentin ablagern. Durch Fragmente in der Hertwig'schen

Epithelscheide kdénnen nun ektomesenchymale Zellen des Follikels an diese



Proteinschicht binden und differenzieren dadurch zu Zementoblasten, die von nun an
das Zement der Zahnwurzel bilden (Slavkin et al. 1989, Hammarstrom et al. 1996). In
das neugebildete Zement werden Kollagenfaserbuindel des Kollagen Typ-I (Steiniger
et al. 2010) eingebettet, die sog. ,Sharpey Fasern®. Dieser Vorgang fordert die Bildung
des parodontalen Ligaments durch Fibroblasten, die dem Zahnfollikel entstammen.
Ebenso werden Osteoblasten aktiviert, die den Bundelknochen formen, also den Teil
des Knochens, der das Zahnfach bildet. Durch das Einwachsen der Sharpey Fasern
in den neugeformten Knochen wird der Verankerungskomplex des Zahnes

abgeschlossen (Ten Cate 1975).

Pulp cavity
Enamel

Periodontal
ligament

Apical foramen

Alveolar vessels
& nerves

Abbildung 1: Querschnitt eines Zahnes und der Alveole. Lokalisation des Periosts.

Quelle: https:/www.slideshare.net/marisolvirola/periodontium-1183119

Der Alveolarknochen, in dem der Zahn eingebettet ist, wird von einer Knochenhaut
umgeben, dem Periost (s. Abb.1). Dieses ist sehr stark vaskularisiert und dient der
Erndhrung und Innervation des Knochens. Es Idsst sich in drei Schichten einteilen. Die
aulere zellarme Schicht, das Stratum fibrosum, enthalt Kollagenfasern (,Sharpey
Fasern®), die in den Desmondontalspalt hineinziehen. Die mittlere Schicht besteht
hauptsachlich aus Fibroblasten. Die innere, zellreiche Schicht, auch Cambiumschicht
genannt, enthalt zahlreiche Osteoblasten und Stamm- und Progenitorzellen (u.a.
JPCs), die fur die Regeneration des umliegenden Gewebes zustandig sind (Aumuller,
2014). Die Struktur des Periosts variiert mit dem Alter. Wahrend bei Kindern das



Periost sehr dick und stark vaskularisiert ist und nur locker am Knochen befestigt, zeigt
das dunnere, fest mit dem Knochen verwachsene Periost des Erwachsenen nur noch
wenig Aktivitdt. Trotzdem finden sich auch hier noch Stammzellen, die in der Lage

sind, in verschiedene Zelltypen zu differenzieren (Mahajan, 2012).

1.4 Stammzellen

Stammzellen sind Zellen, die sowohl die Fahigkeit zur Differenzierung als auch die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen (Smith  2006). Das grofte
Differenzierungsspektrum weist die totipotente Stammzelle auf, aus welcher die
Entwicklung eines ganzen Menschen hervorgeht. Die embryonale Stammzelle ist
pluripotent, kann Meso-, Endo- und Ektoderm bilden und besitzt somit die Fahigkeit,
in fast alle Zelltypen zu differenzieren. Jedoch bildet sie kein extraembryonales
Gewebe aus, was das Entwickeln eines vollstandigen Individuums nicht méglich macht
(Martin 1981). Als adulte, multipotente Stammzellen werden jene Zellen bezeichnet,
die jede Zellen des Gewebes bilden kdnnen, in dem sie vorkommen. Diese Zellen
weisen ein geringeres Differenzierungs- und Proliferationspotential als embryonale
Stammzellen auf, sind jedoch leicht verfligbar, immunkompatibel und sind nicht mit
ethischen Bedenken behaftet (Bongso et al. 2008, Lee et al. 2009). Je nach Keimblatt
findet man unterschiedliche multipotente Stammzellen. Die ,follicle stem cells* (FSCs)
kommen sowohl im Endo-, Ekto-, als auch im Mesoderm vor. ,neural stem cells*
(NSCs) stammen aus dem Ektoderm, ,hematopoietic stem cells* (HSCs) und
.,mesenchymal stem cells“ aus dem Mesoderm. Die hamatopoetische Stammzelle ist
bis heute die am besten und intensivsten untersuchte Stammzelle. ,Induced
pluripotent stem cells” (iIPSCs) sind induzierte pluripotente Stammzellen, die aus einer
differenzierten Zelle zurick in ihre Vorlauferform einer pluripotenten Stammzelle
gefuhrt wurde (s. Abb.2).
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Abbildung 2: Hierarchie von Stammazellen (Forostyak et al. 2016); Zu sehen sind die verschiedenen Stadien von
der befruchteten Eizelle bis hin zur einzelnen ausdifferenzierten Zelle. Das Differenzierungspotential der Zellen
nimmt von der totipotenten Stammzelle zur differenzierten Zelle hin ab. ICM: Embryoblast; PGC: Urkeimzelle; EGC:
Embryonale Keimzelle;, ESC: Embryonale Stammzelle; iPSC: Induzierte pluripotente Stammzelle; FSC:
Follikelstammzelle; MSC: mesenchymale Stammzelle; HSC: Hamatopoetische Stammzelle; NSC: Neurale
Stammzelle

1.5 MSCs

Die mesenchymale Stammzelle (MSC) stammt aus dem Mesoderm und gehdrt zu den
multipotenten Stammzellen. Die Abkurzung ,MSC* wird gleichbedeutend auch flr
Bezeichnungen ,mesenchymale Stromazelle® und ,medicinal signalling cell*
verwendet (Caplan and Correa 2011). Sie ist Uberwiegend im Knochenmark zu finden
(,bone marrow MSCs*, bmMSCs), aber auch in Fettgewebe (,adipose-derived
mesenchymal stem cells“, AdSCs), der Lunge und den Zahnen (Shi et al. 2005). Die
.International Society for Cellular Therapy* (ISCT) hat Kriterien fur die Definition von
mesenchymalen Stammzellen festgelegt (Dominici et al. 2006). Danach muss eine

mesenchymale Stammzelle eine Adhdrenz zu Plastik aufweisen, ein multipotentes



Differenzierungspotential  besitzen und eine Reihe von  spezifischen
Oberflachenproteinen exprimieren (z.B. CD73, CD90 und CD105). Gleichzeitig durfen
sie nicht CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79a oder CD19 und HLA-DR
produzieren (Padial-Molina et al. 2015, Han et al. 2014). Aufgrund ihres osteogenen,
chondrogenen und adipogenen Differenzierungspotentials wurde die mesenchymale
Stammzelle frihzeitig Inhalt und Hoffnung flr regenerative Stammzelltherapien (Han
et al. 2014). Obwohl sie eine kurzere Lebensspanne und ein geringeres
Entwicklungspotential als embryonale Stammzellen aufweisen, gibt es fur MSCs
bisher keine Berichte darlber, in vivo spontan Tumore zu bilden, zudem gibt es bei
klinischer Verwendung von MSCs kaum ethische Bedenken (Gronthos et al. 2003). Da
mesenchymale Stammzellen heute noch hauptsachlich aus dem Knochenmark
gewonnen werden und dies eine erschwerte Verflugbarkeit zur Folge hat, wurden als
Alternative zahlreiche mesenchymale Stammzellpopulationen aus dem dentalen
Bereich isoliert und charakterisiert (Zhai et al. 2019).

~Jaw periosteal stem cells* sind mesenchymale Stammzellen, die aus dem Periost des
Kiefers gewonnen werden kdnnen und ein hohes osteogenes Potential besitzen.
.Dental pulp stem cells* (DPSCs) sind Stammzellen aus der Pulpa, ebenso wie die
.Stem cells isolated from human pulp of exfoliated deciduous teeth” (SHED), deren
Pulpa jedoch aus herausgefallenen Milchzahnen gewonnen wird. Beide
Stammzellpopulationen haben zum einen die Fahigkeit Knochen zu bilden, als auch in
mesenchymale und nicht- mesenchymale Stammzellen zu differenzieren (Gronthos et
al. 2000, Miura et al. 2003, Yasui et al. 2016). ,Stem cells from apical papilla“ (SCAP)
sind Stammzellen, die aus der apikalen Papille von Zahnen isoliert werden, die noch
nicht vollstandig ausgreift sind (Sonoyama et al. 2006). Durch ihr hohes Proliferations-
und Mineralisierungspotential eignen sich diese Stammzellen fur die Regeneration von
Wurzeldentin (Han et al. 2010). Das Zahnfollikel, das in der Entwicklung den Zahnkeim
umgibt, enthalt Progenitorzellen (,dental follicle stem cells®, DFSCs), die sowohl in
periodontale Ligament Zellen als auch Osteoblasten differenzieren kdnnen (Luan et al.
2006). Damit stellen sie eine interessante Quelle fur die Wurzelregeneration dar,
vorausgesetzt die Differenzierung kann gezielt geleitet werden (Wu et al. 2008). Die
erste Wahl stellen bisher jedoch die ,parodontal ligament cells* (PDLs) dar,
Stammzellen aus dem parodontalen Ligament (Iwata et al. 2010). Sie kénnen in vitro

in Osteoblasten-ahnliche Zellen und Adipozyten differenzieren und Kollagen Typ |



synthetisieren (Seo et al. 2004). Sie sind von essentieller Bedeutung fur die
dynamische Balance und Defektrestauration in parodontalem Gewebe (Zhai et al.
2019). Leider hat diese Stammzellpopulation eine geringe Verfugbarkeit. Dies ist ein
limitierender Faktor flr die Verwendung dieser Zellen fur die regenerative
Stammzelltherapie, weswegen sie in der Klinik bisher kaum eingesetzt wurden (Padial-
Molina et al. 2015).
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Abbildung 3: Multiples Differenzierungspotential von MSCs (Quelle: R&D Systems); Die MSCs differenzieren
hauptséachlich in Osteozyten, Chondrozyten und Adipozyten. Bei in vitro Kultivierung sind weitere Differenzierungs-
schritte moglich. lhr Potential in vitro direkt und nicht via iPSCs in quergestreifte Muskelzellen zu differenzieren (vgl.
z.B. Dezawa et al. 2005, Science 309:314) wird aktuell jedoch sehr kritisch diskutiert.

1.6 JPCs

Das Kieferperiost enthalt multipotente mesenchymale Stammzellen mit dem Potential,
in vitro osteogen, adipogen, myogen und chondrogen zu differenzieren (De Bari et al.
2006). Das Periost besteht aus drei Schichten, wobei die ,jaw periosteal stem cells*
(JPCs) in der inneren Schicht zu finden sind (Squier et al. 1990). Das Auftrennen der
drei Schichten ist sehr schwierig, da das humane Kieferperiost lediglich eine geringe
Schichtdicke aufweist. Das Periost, woraus JPCs isoliert werden koénnen, wird
wahrend Routineeingriffen in der Kieferchirurgie mit dem Einverstandnis der Patienten
entnommen. Das Gewebe wird verdaut, kultiviert und die Osteoprogenitorzellen
konnen mit einem MSCA-1 Antikérper markiert und anschlieend mit Hilfe der MACS

Technologie magnetisch herausgefiltert werden (Olbrich et al. 2012). Durch ihr



osteogenes und regeneratives Potential in vivo und die einfache Verflugbarkeit ohne
einen zweiten Eingriff sind JPCs eine vielversprechende Quelle fur die Regeneration
des Kieferknochens. Nichtsdestotrotz stellen limitierte Zellzahlen, verringertes
osteogenes Potential in vitro und langsames Wachstum in Kultur Hirden dar, die noch
zu lésen sind (Umrath et al. 2019, Alexander et al. 2013).

1.7 ECM

Die extrazellulare Matrix (ECM) beschreibt ein dreidimensionales, makromolekulares
Netzwerk, das aus verschiedenen, azellularen Komponenten zusammengesetzt ist
und den Interzellularraum ausflllt. Die makromolaren Komponenten der ECM sind
hauptsachlich Kollagene, Proteoglykane, Elastin, Hyaluronan und verschiedene
multiadhasive Glykoproteine. Die genaue Zusammensetzung und Struktur der ECM
richtet sich nach dem Gewebe, in dem sie vorkommt (Aumdiller 2014). Kollagene bilden
den grofRten Anteil der ECM (Theocharis et al. 2016). Elastin findet man v.a. in der
Haut und in der Lunge und Hyaluronan im Glaskdrper des Auges und im Knorpel.
Proteoglykane wie z.B. Aggrecan setzen sich aus einem Kernprotein und anhaftenden
Glykosaminoglykanketten zusammen und kommen hauptsachlich im Knorpel vor. Den
GroRteil der Glykoproteine bilden die Familien der Laminine, der Tenascine und das
Fibronectin. Doch auch Nidogene und Fibuline sind Bestandteil der ECM. Insgesamt

beinhaltet die ECM 1% des gesamten Proteoms des Korpers.

Die ECM hat grof3en Einfluss auf die Embryonalentwicklung, reguliert Zellfunktionen
wie das Wachstum, die Migration und die Differenzierung und sichert durch
Signaliibetragung und Regulierung der Homdostase das Uberleben der Zellen. Sie
stellt Wachstumsfaktoren bereit und kann durch Barrierebildung verschiedene
Gewebekompartimente trennen. Man kann hauptsachlich zwei Typen der ECM
unterscheiden: die interstitielle und die perizellulare Matrix (Theocharis et al. 2016).
Eine spezielle Form der perizellularen Matrix bildet die Basalmembran (BM). Sie ist
eine dunne, blattartige Struktur an der basalen Seite von Epithelien und umgibt
Endothelien, Muskel- und Nervenzellen (Simon und Bromberg 2017). Sie ist aus zwei
individuellen Netzwerken aufgebaut, bestehend aus Kollagen Typ IV und Lamininen.
Die genaue Zusammensetzung ist gewebespezifisch. So werden einige Komponenten
der BM von unterschiedlichen Zellen beigesteuert. lhre Funktion besteht in der

Trennung von Gewebekompartimenten und der Speicherung und Prasentation von



Wachstumsfaktoren und Chemokinen. Sie enthalt spezifische, raumliche und
molekulare Informationen und kontrolliert somit die Zellproliferation, -adhasion,

-wanderung und -differenzierung (Theocharis et al. 2016).

1.8 Laminine

Laminine sind eine Familie heterotrimerer Molekule, die neben Fibronectin und der
Tenascinfamilie eine grol3e Gruppe der ECM-Glykoproteine bildet (Durbeej 2010). Sie
sind hauptsachlich in der Basalmembran zu finden und bilden dort eines der zwei
Netzwerke, aus der die BM besteht. Als Bindepartner fur Integrine und andere
Rezeptoren stellen Laminine ein wichtiges Ankerprotein dar, das die BM mit den Zellen
verbindet (Aumduller 2014, Schartl et al. 2009). Jedes Laminin besteht aus einer a-, 3-
und y- Kette, die kreuz- oder T- formig angeordnet vorliegen (Abb. 4). Bisher wurden
im humanen Organismus 5 a, 3 B und 3 y Ketten charakterisiert. Daraus ergeben sich
theoretisch 45 maogliche Isoformen mit unterschiedlichen Funktionen, von denen
bisher 16 identifiziert und charakterisiert werden konnten. Die Zusammensetzung der
Laminin-Isoformen aus den unterschiedlichen a-, B- und y- Ketten bestimmt die
Nomenklatur der Trimere. So besteht das Laminin-521 z.B. aus einer a5, 32 und y1
Kette (Aumailley et al. 2005) . Laminin-111, bestehend aus einer a1, f1 und y1 Kette
ist die bisher am besten und intensivsten studierte Isoform (Durbeej 2010, lorio et al.
2015). Jede Kette besteht aus verschiedenen Domanen mit spezifischer Funktion, die
durch stabférmige Zwischensticke separiert sind. Den langen, helixformigen Arm
eines Laminins, die sogenannte ,coiled coil* Domane bilden alle 3 Ketten gemeinsam.
Das C-terminale Ende besteht aus 5 homologen globularen Domanen der a- Kette.
Dadurch ist die Funktion und Verteilung eines Laminins hauptsachlich, aber nicht

ausschlieflich, durch die variablen Expressionsformen der a-Ketten dominiert.

Laminin ist das erste synthetisierte ECM-Molekul wahrend der Embryonalentwicklung,
so kann es bereits im 2-Zell-Stadium detektiert werden (Cooper and Mac Queen 1983).
Genetische Manipulation und Mutationen, die ein Ausbleiben bestimmter
Lamininketten bewirken, fuhren zu schwerwiegenden Krankheiten oder zum Tode
(Simon and Bromberg 2017). So bewirkt das Fehlen der Lm-a4-Kette in Mausen eine
Hamorrhagie in der Embryonalentwicklung (Thyboll et al. 2002). Bleibt die Lm-a5-Kette
aus, so sterben die Mause bereits in der spaten Embryogenese mit multiplen

Fehlbildungen, wie Anenzephalie oder Syndaktylie (Miner et al. 1998).
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Abbildung 4: Struktur verschiedener Laminin-lIsoformen (Abbildung entnommen aus: Domogatskaya et al. 2012).
Die Zahlen hinter der Abkurzung ,LM* kennzeichnet die Zusammensetzung der einzelnen Isoformen aus o-,p-
und y- Ketten.

Laminine, v.a. die Isoformen Lm-511 und Lm-521 spielen eine essentielle Rolle bei der
Selbsterneuerung embryonaler Stammzellen und induzierter pluripotenter
Stammzellen (Domogatskaya et al. 2012). Diese zwei Isoformen scheinen die
naturliche Laminin-Isoform der meisten adulten Stammzellen darzustellen
(Domogatskaya et al. 2012). Lange galt die Familie der Laminine ausschliefdlich als
Bestandteil der Basalmembran. Kvist und Mitarbeiter konnten aber auch bei
Chondrozyten zeigen, dass diese ebenfalls Basalmembrankomponenten wie Laminine
synthetisieren konnen und spekulierten deshalb, dass auch Chondrozyten ein
funktionelles Aquivalent zu einer Basalmembran bilden kdnnen (Kvist et al. 2008).
Spater konnten Seeger et al. erstmals die Expression von Lamininen bei MSCs zeigen
(Seeger et al. 2015), die selbst keine Basalmembran ausbilden (Sillat et al. 2012). Die

Funktion dieser exprimierten Laminine ist bisher noch unklar.
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1.9 Ziel der Arbeit

Laminine sind essentiell fir verschiedene physiologische Vorgange und spielen eine
grol3e Rolle in unterschiedlichen Geweben. Da mesenchymale Stammzellen jedoch
keine Basalmembran ausbilden, wurde dem Einfluss der Laminine auf diese Zellen
bisher keine Bedeutung zugesprochen. Neuerdings konnte jedoch gezeigt werden,
dass Laminine Einfluss auf die Migration und Adhasion der bmMSCs haben (Seeger
et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit sollte nun analysiert werden, ob Laminine die
Migration, Adhasion und Proliferation der JPCs beeinflussen kdnnen und ob diese
Zellen selbst die Fahigkeit haben, Laminine zu produzieren und freizusetzen. Eine
Kenntnis dartiber koénnte dazu beitragen, bestehende Probleme der in vitro
Kultivierung der JPCs zu beheben, oder auch fur in vivo Anwendungen relevant zu

werden.
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2 Material

2.1 Zelltypen

Tabelle 1: Liste der verwendeten Zelllinien

Zelltyp

Bereitgestellt von

iIMSC#3 (immortalisierte Zelllinie aus
mesenchymalen Stromazellen des
Knochenmarkes; Skarn et al. 2014)

TAQg58 (immortalisierte Zelllinie aus
mesenchymalen Stromazellen des
Kieferknochens; Alexander et al. 2015)

JPCs (primare mesenchymale
Stromazellen des Kieferknochens)

iPSCs (induzierte pluripotente
Stammzellen, reprogrammiert aus
primaren mesenchymalen Stromazellen
des Kieferknochens)

bmMSCs (primare mesenchymale
Stromazellen des Knochenmarkes)

2.2 Proteine

Tabelle 2: Liste der rekombinanten humanen Proteine

Prof. Dr. Ola Myklebost, Universitat
Bergen, Norwegen

Prof. Dr. Dorothea Alexander, Zahnklinik
Universitat Tubingen

Prof. Dr. Dorothea Alexander, Zahnklinik
Universitat Tubingen

Prof. Dr. Dorothea Alexander, Zahnklinik
Universitat Tubingen

Prof. Dr. Wilhelm K. Aicher, Klinik ftr
Urologie, Universitat Tubingen

Laminin Hersteller

Laminin 111 0.10 mg / ml BioLamina, Sundbyberg, Schweden
Laminin 121 0.10 mg / ml BioLamina, Sundbyberg, Schweden
Laminin 211 0.10 mg / ml BioLamina, Sundbyberg, Schweden
Laminin 332 0.10 mg/ ml BioLamina, Sundbyberg, Schweden
Laminin 411 0.10 mg / ml BioLamina, Sundbyberg, Schweden
Laminin 421  0.10 mg/ ml BioLamina, Sundbyberg, Schweden
Laminin 511 0.10 mg / ml BioLamina, Sundbyberg, Schweden
Laminin 521 0.10 mg / ml BioLamina, Sundbyberg, Schweden
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2.3 Antikorper

Tabelle 3: Liste der Antikorper

Antikorper

Hersteller

goat-anti-rabbit IgG - Alexa Fluor488

goat-anti-mouse IgG (H+L) - Cy3
(Cyanine)

LM, anti-a1-chain, mouse-anti-human,
Clone # EB7

LM, anti-a2-chain, rabbit- anti-human

LM, anti-a3-chain, mouse anti-human,
Clone # P3H9-2

LM, anti-a4-chain, mouse-anti-human,
Clone # 3H2

LM, anti-a5-chain, mouse-anti-human,
Clone # 4B12

Jackson Immuno Research
Laboratories Dianova, Hamburg

Jackson Immuno Research
Laboratories Dianova, Hamburg

Prof. Dr. Ismo Virtanen, Universitat
Helsinki, Finnland

Bioss, Freiburg im Breisgau

R&D Systems, Bio-techne GmbH,
Wiesbaden-Nordenstadt

Dr. Sulev Ingerpuu, Universitat
Tartu, Estland

Dr. Sulev Ingerpuu, Universitat
Tartu, Estland
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2.4 Primer

Alle ‘Forward‘- und ‘Reverse‘-Primer wurden von Eurofins Genomics (Ebersberg)

bezogen und lagen in einer Stammldsung von jeweils 100 pmol / yl vor. In der Tabelle

sind die

NCBI-Zugangsnummern, die Primer-Sequenzen,

die jeweiligen

Bindungsstellen sowie die GroRe des zu erwartenden PCR-Produkts angegeben.

Tabelle 4: Primerpaare fir Laminine

Primerpaare fiir Laminine. Referenz: Siler et al. 2000.

LM EMBL Primer-Sequenz 5’ —» 3’ Bindungs | Produkt
Zugangs-Nr. -stellen -grofRe
ol X58531 3733- 357 bp
for: TGC AGAGCC GTTTTACTG G 3751
rev: TGC TGT AAT CCT TGACCATAC G 4089-
4068
o2 226653 1789- 368 bp
for: CAG CTACTACTG GAG CGC G 1807
rev: CAG AGC TCA ACC TGA AGA TGG 2156-
2136
a3 L34156 for: AGC TCA CTG GTC AGC ACATG 116-135 | 253 bp
rev: CCT GTG TCA GAG GCT TCC TC 368-349
o4 S78569 1780- 358 bp
for: TGC GGA CTC TCT GAC AAC AC 1799
rev: ACT CAC CGC ATC ATA AAT TCG 2137-
2117
ad 795636 1246- 562 bp
for: GAC AGT GCC CTG CTC TACTACC 1267
rev: CCC CAA ACT GGT AGG AGT CTC 1807-
1787
B1 M61916 928-947 | 253 bp
for: TGC TTC TGC TAT GGT CAT GC
1180-
rev: CCG TGG CCA GGT AAA CAG 1163
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B2 S77512 1932- 337 bp
for: TGG ACT GGC TCAGGC TTC 1949
rev: TCT CAG GCT GGG CACTTC 2268-
2251
B3 L25541 for: TTT GGT AGA CTC CCG AAT GC 1909- 261 bp
rev: AAG ACT CTC CAG GTC TCT CGG 1928
2169-
2149
v1 J03202 1866- 283 bp
for: CAT CTC TCG AGT GGT CCT CTG 1886
rev: GCT TCA TGG AGC CTG AAG AC 2148-
2129
y2 215008 2276- 579 bp
for: ACA GGC TCATCA CTC AGATGC 2296
rev: CAT TCT GTA AGA GCT GCT GTG C 2854-
2833
v3 AF041835 1277- 557 bp
for: CAG TGC GAT GAC ACA GGC 1294
rev: CCT TCC AGC CTC AGC TGT CA 1833-
1814
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2.5 Reagenzien und Losungen

Tabelle 5: Liste der Reagenzien und Lésungen

Reagenzien und Lésungen

Hersteller

Agarose

Accutase

Advanced DMEM/F12

AgNO3

Ampuwa Spullésung

Gel Red Nucleic Acid, Gel Stain
Borsaure (1M)

Bromphenolblau

BSA (bovine serum albumin)
CaCl2 (100mM)

Cell Proliferation Reagent WST-1 Kit
DAKO Einbettmedium

DMSO (Dimethyl sulfoxide)

DPBS (Dulbecco's Phosphate-Buffered
Saline)

Dulbeccos Modified Eagle’s Medium
DMEM (1X)

EDTA

Ethanol

Essential 8 Medium
Essigsaure

FCS (Fetal calf serum)

FFP (Fresh Frozen Plasma)

Formaldehyd 37 %

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldenburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Gibco, Carlsbad, USA

Merck, Darmstadt

Fresenius Kabi, Bad Homburg
Biotium, Fremont, USA
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

Roche, Unterhaching

DAKO, Hamburg

AppliChem, Darmstadt

Gibco, Carlsbad, USA

Sigma-Aldrich, Minchen

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

VWR-Chemicals, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Minchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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GelRed® Nucleic Acid Gel Stain
Gentamycin (0.25mg/ml)
GlutaMax 100 x

Glutamin

Glycerol

Heparin

HEPES sodium salt solution
Isopropanol

Kristallviolett

MEM Alpha Medium
Methanol

MgCl2 (100 mM)

MnCl;

Natriumazetat
Natriumcarbonat
Natriumthiosulfat 0.02 %

NuPage™®LDS Sample Buffer, Anti-
oxidant, and Sample Reducing Agent

Penicillin/Streptomycin

PPIA

RNeasy Kit

Rock Inhibitor Y-27632 (0.1mM)

Supplements

Tris-Acetate SDS Running Buffer
Tris Base (1M)
Trypan Blau

Vitronektin

Biotium, Landing Pkwy, Fremont, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Gibco, Carlsbad, USA

Lonza, Basel, Schweiz

AppliChem, Darmstadt

Braun, Melsungen AG, Deutschland
Sigma-Aldrich, Minchen

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Minchen

Gibco, Carlsbad, USA
VWR-Chemicals, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Minchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
SelleckChem, Munchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA

Novex, Carlsbad, USA
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen

Abcam, Berlin
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2.6 Gerate

Tabelle 6: Liste der verwendeten Gerate

Geriate

Beschreibung und Hersteller

96 well Platte, Cellsta

6 well Platte
Zentrifuge 1

Zentrifuge 2

ELISA Reader
Ibidi Kammern
Inkubator
Mikroskop 1
Mikroskop 2
Mikroskop 3

Petri dish, culture dish 40, 9.2 cm?

Elektrophoresekammer

Thermoblock UNO Il

Greiner bio-one GmbH
Frickenhausenr

Falcon Multiwell
Biofuge fresco; Heraeus, Hanau

Centrifuge 5424R; Eppendorf,
Hamburg

Thermo Scientific, Karlsruhe
Ibidi GmbH, Gréafelfing

Thermo Scientific, Karlsruhe
Axiophot; Zeiss, Gottingen
Axiovert 200M; Zeiss, Gottingen
Axiovert 135; Zeiss, Gottingen

TPP Cell culture, Trasadingen,
Schweiz

Pharmacia Biotech, Freiburg

Biometra, Biomedizinische Analytik,
Gattingen
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3 Methoden

3.1 Verwendete Zellen, immortalisierte Zelllinien und Medien

Alle primaren Zellen und Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C, mit Wasser
gesattigter Luft und 5% Kohlenstoffdioxid kultiviert. Daflr wurden Zellkulturflaschen mit
einer GroRRe von 75 cm?, oder im Falle der iPS-Zellen 6-Well Platten, verwendet. Fir
alle verwendeten primaren Zellen lag ein positives Ethikvotum der Ethik-Kommission
der Medizinischen Fakultat der Universitat Tdbingen vor (AZ: 618/2017BO2;
365/2018B0O2).

Die sogenannten ‘jaw periosteal cells’ (JPCs) sind primare Stammzellen, die wahrend
der Extraktion eines dritten Molaren mit Einverstandnis des Patienten aus dem
humanen Periost des Kieferknochens enthommen wurden. Sie wurden in DMEM / F12
Medium kultiviert, das mit 10% FCS, 1% Penicillin / Streptomycin und 1% Glutamin
versetzt wurde. Das FCS wurde vor Verwendung bei 56° C fur 30 min hitzeinaktiviert
und durch einen 0.45 um Filter sterilfiltriert.

Als Pendant zu den primaren JPCs diente eine Zelllinie aus kranialen Periostzellen,
die einem gesunden Patienten wahrend einer Operation multipler Frakturen nach
einem Trauma entnommen wurden. Diese sogenannten TAg58 Zellen waren durch
lentivirale Transduktion mit dem SV40 T Antigen immortalisiert worden (Alexander et
al. 2015). Kultiviert wurde diese Zelllinie in demselben Kulturmedium wie die JPCs, es
wurde aber zusatzlich 0.5% Gentamycin (G418) hinzugeflugt.

Die induzierten, pluripotenten Stammzellen (iPSC) wurden aus den oben genannten
JPCs gewonnen. Diese Zellen wachsen als Kolonien und wurden in 6-Well-Platten
kultiviert, die zuvor mit 1%-iger Vitronektinlosung (mit sterilem PBS) fur 60 min bei
Raumtemperatur beschichtet wurden. Das verwendete Essential 8 Medium wurde mit
0.2% Supplements versetzt. Der Rock-Inhibitor Y27632 (0.1%) konnte optional
zugegeben werden, um stressbedingtes Sterben der Zellen zu vermindern.

Zum Vergleich zu den bisher beschriebenen Zelllinien aus dem kranialen Bereich
dienten zwei weitere mesenchymale Stammzelltypen, die nicht aus kranialem
Knochen, sondern aus humanem Knochenmark gewonnen wurden.

Als primare Zellen wurden daflir zum einen bmMSCs (bone marrow mesenchymal
stem cells) genutzt, die aus humanem Knochenmark gewonnen worden waren. Dabei
wurden in dieser Arbeit bmMSCs Praparationen von drei verschiedenen Spendern
(MSC PKR, MSC KER, MSC TNW) verwendet. Zur Kultivierung wurde dem DMEM
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Low Glucose Medium 25 mM HEPES zugegeben und dann mit 0.2 % Heparin, 1 %
Glutamin und 1 % Penicillin / Streptomycin versetzt. Anschliefend wurde 5% FFP
(Fresh Frozen Plasma) und 5 % PLL (Plattchenlysat aus der Transfusionsmedizin der
Universitat Tubingen) hinzugefugt.

Bei der etablierten Zelllinie iIMSC#3 handelt es sich um eine immortalisierte
mesenchymale Stromazelllinie aus dem Knochenmark (Skarn et al. 2014). Das
verwendete Medium besteht aus MEM a Medium, dem 10 % FCS (hitzeinaktiviert und

sterilfiltriert), 1 % Penicillin / Streptomycin und 1 % Glutamin hinzugeflgt wurde.
3.2 Zellen auftauen

Um in flussigem Stickstoff eingefrorene Zellen wieder aufzutauen und in Kultur zu
bringen, wurde in einem 15 ml Falcon 10 ml des jeweiligen Mediums vorgelegt. Das
Gefrierrohrchen (Cryovial) mit den Zellen wurde solange im 37°C Wasserbad
aufgetaut, bis nur noch ein kleiner Restanteil gefroren vorlag. Dann wurde die
Zellsuspension sofort mit einer 1 ml Pipette in das Falcon Uberfuhrt und resuspendiert.
Damit wurde das DMSO, das in dem Einfriermedium enthalten war und die Zellen in
flussigen Zustand schadigen kann, mdglichst schnell verdinnt. Nachdem fir 10 min
bei 150 x g bei Raumtemperatur abzentrifugiert wurde, wurde der Uberstand
verworfen. Anschlielend wurde das Zellpellet in 5 ml des entsprechenden Mediums

resuspendiert und alles in eine kleine Flasche uberflihrt.
3.3 Zellen passagieren

Sobald unter dem Mikroskop die Zellen konfluent erschienen oder angefangen haben,
dreidimensional zu wachsen, wurden die Zellen auf neue Flaschen verteilt. Wie schnell
die Zellen konfluent wurden, variierte je nach Zelllinie und Dichte, mit der die Zellen
ausgesat wurden. Der Zeitraum lag zwischen 2 und 10 Tagen. Um die Zellen zu
passagieren, wurde zuerst der Kulturiberstand abgenommen und die Zellen 2 x mit 6
ml PBS gewaschen. Um die Zellen, die adharent am Boden der Flasche wachsen,
abzulésen, wurde 1.5 ml Accutase zugegeben und die Flasche fur 2-4 min in den
Inkubator gestellt. Sobald unter dem Mikroskop sichtbar wurde, dass alle Zellen
abgeldst waren, wurde 8.5 ml des jeweiligen Mediums zugegeben und alles in der
Flasche resuspendiert, um alle Zellen zu erfassen. Nun wurde die Zellsuspension in
ein 15 ml Falcon Uberfihrt und fur 7 min bei 150 x g und RT abzentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 10 ml resuspendiert. AnschlieRend
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wurde je nach Mischungsverhaltnis das jeweilige Medium in die neuen Flaschen frisch

vorgelegt und die ausgerechnete Menge an Zellsuspension zugegeben.
3.4 iPS-Zellen passagieren

Da die iPS-Zellen in Kolonien wachsen, musste beim Passagieren, anders als oben
beschrieben, vorgegangen werden, um die Kolonien mdglichst nicht aufzulésen und
keine Einzelzellsuspension zu erhalten. Dazu wurden die bereits mit Vitronectin (VTN-
N) beschichteten 6-Well-Platten und das bendétigte Volumen des E8-Mediums auf RT
gebracht. Dann wurde der Kulturiberstand von den iPSC-Kulturen abgenommen und
mit PBS gesplilt. Um die Zellen abzulésen, wurde 0.5 mM EDTA-L6sung zugegeben
und fur 2-4 min inkubiert. Die Lésung wurde vorsichtig abgesaugt und dann das mit
dem Rock-Inhibitor Y27632 versetzte E8-Medium zugegeben. Durch vorsichtiges
Aufspritzen des E8-Mediums mit einer 2 ml Pipette wurden die Zellen abgeldst und die

entsprechende Menge in neue Wells mit vorgelegtem E8-Medium Uberfuhrt.

3.5 Zellen einfrieren

Zum Einfrieren wurden die Zellen zuerst 2 x mit 6 ml PBS gewaschen. Dann wurden
die Zellen, wie bereits beschrieben, mit 1.5 ml Accutase abgel6st und die Reaktion mit
8.5 ml des jeweiligen Mediums abgestoppt. Im Anschluss wurde die Suspension fur
10 min bei 150 x g und RT abzentrifugiert. Die Zellen wurden resuspendiert, mit der
Neubauer Zahlkammer gezahlt und die Zellsuspension auf 2 x 108 Zellen / ml verdiinnt.
Davon wurden 500 ul in ein Kryordhrchen pipettiert und fir 5 min auf Eis stehen
gelassen. Dann wurde 500 ul des zellspezifischen Einfriermedium hinzugegeben und
resuspendiert. Nach weiteren 20 min auf Eis wurden die Kryoréhrchen in einen mit
Isopropanol beflllten Gefrierbehalter (Mr. Frosty, Nalgene; ThermoFisher) gestellt und
auf -80 °C gebracht. Damit erfolgte ein kontrollierter Temperaturabfall mit 1°C / min.
Fir eine langfristige Lagerung wurden die Kryordhrchen nach frihestens 48 h oder

spatestens einer Woche in flissigen Stickstoff bei -196°C Uberfuhrt.

Einfriermedium (2X)

20% DMSO
30% FCS, inaktiviert und steriffiltriert
50% zellspezifisches Medium
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3.6 Zellzahl bestimmen

Die adharent wachsenden Zellen wurden mit Accutase abgeldst, in ein 15 ml Falcon
Uberfiihrt und bei 150 x g bei RT fur 8 min abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und das Pellet in 10 ml des jeweiligen zellspezifischen Mediums
resuspendiert. In einer 96- Well-Platte wurde die Zellsuspension mit Trypanblau im
Verhaltnis 1:1 gemischt und davon 10 ul auf die Neubauer Zahlkammer gegeben.
Dann wurde unter dem Mikroskop alle lebenden Zellen in allen vier Eckquadraten

ausgezahlt und die Zellzahl mit folgender Formel ermittelt:

gezahlte Zellzahl
4

Zellzahl]

X 2 X 10* = Zelldichte [
ml

FUr die gesamte Zellzahl wurde das Ergebnis mit dem Gesamtvolumen in ml

multipliziert.

3.7 Chamber Slides

Um eine Immunfluoreszenzfarbung durchzufuhren, wurden die adharent wachsenden
Zellen zuerst auf sogenannten ‘Chamber Slides‘ ausgesat. Daflr wurden die Zellen in
abgegrenzten Kammern mit einer Flache von jeweils etwa 0.5 cm? kultiviert, um sie
anschlieend zu fixieren. Ein ‘Slide’ umfasst 8 Kammern. Zuerst wurde das Medium
aus der Flasche der gewahlten Zelllinie abgenommen und 2 x mit 6 ml PBS
gewaschen. Dann wurde zum Abldsen der Zellen 1.5 ml Accutase zugegeben und fur
2-4 min inkubiert. Anschlief3end wurde 8.5 ml Medium zugegeben. Die Zellsuspension
wurde in ein 15 ml Falcon uberfihrt und bei RT und bei 150 x g fur 10 min
abzentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in 10 ml neuem
zellspezifischen Medium resuspendiert. Dann wurden die Zellen mit Hilfe der
Neubauer Zahlkammer gezahlt. Nach Berechnung der gewlnschten Anzahl der Zellen
pro Kammer (10000- 20000 Zellen) wurde in jede Kammer 400 yl Medium vorgelegt
und das errechnete Volumen der Zellsuspension dazu pipettiert. Insgesamt sollte in
jeder Kammer ein Volumen zwischen 400-500 ul vorliegen. Nun wurden die Zellen im
Inkubator inkubiert, bis etwa 80 % der Flache bewachsen war. Bei einer langsam
wachsenden Zelllinie war gegebenenfalls ein Mediumwechsel nétig. Um die Zellen
abschlieend zu fixieren, wurde der Kulturiberstand abgenommen, die Zellen mit je

400 pl PBS pro Kammer gewaschen und dieses wieder verworfen. Nun wurde 200 pl
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kaltes Methanol in jede Kammer gegeben und flr 10 min bei -20°C inkubiert. Nachdem
das Methanol verworfen wurde, konnte das ‘Slide‘ bei -20°C bis zur Verwendung

gelagert werden.

3.8 Immunfluoreszenzfarbung

Zuerst wurden die ‘Chamber Slides‘ mit 200 yl PBS je Kammer gewaschen. Um die
Verdlinnngsreihen flr die gewahlten primaren Antikorper herzustellen, wurde das
gewulnschte Volumen der jeweiligen Antikdrpersuspension berechnet, wobei mit 200
Ml pro Kammer gerechnet wurde. Die primaren Antikorper wurden mit 0.1 % BSA / PBS
auf die gewlnschte Konzentration gebracht und auf die Kammern verteilt. Zur
Kontrolle wurde eine Kammer nur mit 0.1% BSA / PBS inkubiert. Die ‘Slides’ wurden
nun bei RT in einer Feuchtkammer fir 60 min inkubiert. AnschlieBend wurden die
Antikdrpersuspensionen aus den Kammern verworfen und die ‘Slides‘ dreimal fur 3
min mit PBS auf dem Schattler mit langsamer Umdrehung gereinigt. Wahrenddessen
wurde 4'.6-Diamidin-2-phenylindol, kurz DAPI, ein Fluoreszenzfarbstoff, der zur
Markierung von DNA eingesetzt wird, auf 1:2000 mit 0.1% BSA / PBS verdinnt.
Hierbei wurde darauf geachtet, mdglichst im Dunklen zu arbeiten, um ein vorzeitiges

Ausbleichen (,fading‘) der Fluoreszenzfarbstoffe durch Licht zu verhindern.

Die bendtigten sekundaren Antikorper wurden auf die gewunschte Konzentration mit
der DAPI Lésung verdinnt und dann 200 ul der Suspensionen in die entsprechende
Kammer pipettiert. Es erfolgte erneut eine 60-minitige Inkubation in der
Feuchtkammer bei RT, jedoch dieses Mal unbedingt im Dunklen. Nachdem die ‘Slides'
dreimal fir 3 min mit PBS auf dem Schittler gewaschen wurden, wurde der
aufgesetzte Teil der ‘Chamber Slides‘abgenommen. Es wurden einige Tropfen des
DAKO Einbettmedium auf das ‘Slide’ gegeben und abschlieRend das Deckglas
maglichst luftblasenfrei aufgelegt. Das Einbettmedium wird Gber Nacht im Kiahlschrank
fest, was die notwendige Reinigung der Unterseite des Objekttragers wesentlich

erleichtert.
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3.9 RT-PCR
3.9.1 RNA-Extraktion mittels RNeasy Kit von Qiagen

Fir die RNA-Extraktion wurde das Kit von Qiagen verwendet. Es wurden in eine
Zellkulturflasche 1.5 x 10° Zellen/ ml ausgesat und bis zur Konfluenz kultiviert. Die
Zellen wurden, wie zuvor beschrieben, abgeldst und abzentrifugiert. Dann wurden die
Zellen in 10 ml kaltem PBS aufgenommen und durch Auf- und Ab-Pipettieren
gewaschen. Nach Zentrifugation bei 250 x g fir 7 min wurde der Uberstand
abgenommen. Das Pellet wurde in 350 ul RLT-Puffer mit R-Mercaptoethanol in einem
15 ml Falcon-Rohrchen resuspendiert und dann Uber Nacht bei -70°C eingefroren.
Nach dem Auftauen bei RT wurde 350 ul Ethanol hinzugegeben und die Zellen mit
einer 3 ml Spritze homogenisiert. Anschlielfend wurde die Zellsuspension in eine
Saule Uberfuhrt. Nach einer Zentrifugation fir 15 Sekunden bei 9400 x g wurde der
Durchfluss verworfen. Dann wurden 350 ul RW1 auf die Saule gegeben und erneut 15
Sekunden bei 9400 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wiederum verworfen. Nun
wurde 80 ul DNase- Gemisch (10 ul DNase + 70 ul RDD Puffer) auf die Saule gegeben
und fur 15 min bei RT inkubiert. Zum Waschen wurde 350 ul RW1 Puffer dazu pipettiert
und bei 9400 x g fur 15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde mitsamt dem
Eppendorf-Gefall verworfen. Die Saule wurde in ein neues Eppendorf-Gefal} gestellt.
Nun wurde 500 ul RPE-Puffer darauf gegeben und anschliel3end bei 9400 x g fur 15
Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder verworfen und erneut 500 pl des
RPE-Puffers hinzugefugt. Nun wurde bei 9400 x g fur 2 min zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Um die Saule zu trocknen, wurde ein weiteres Mal fur 15
Sekunden bei 9400 x g zentrifugiert. Die Saule wurde dann in ein neues, beschriftetes
Roéhrchen gestellt und 40 ul RNase- freies Wasser darauf gegeben. Falls wenig RNA
vermutet wurde, wurde noch 1 min inkubiert, ansonsten wurde direkt fur eine weitere
Minute zentrifugiert. Die Saule wurde verworfen, der Durchfluss mit der enthaltenen

RNA bei -70°C eingefroren oder direkt weiterverarbeitet.
3.9.2 Umschreiben von RNA in cDNA

Die reverse Transkription wurde mit Hilfe des SuperScript™ Il First-Strand Synthesis
Systems (Invitrogen) durchgeflhrt. Alle Reagenzien wurden vor Verwendung auf-
getaut, “gevortext®, zentrifugiert und auf Eis gestellt. Die RNA wurde auf Eis aufgetaut

und mittels Nanodrop von Thermo Scientific die Konzentration bestimmt. Dabei misst
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das Gerat bei 260 nm und 280 nm, wobei der Wert der Quotienten uber 1.9 liegen
sollte, um eine genugend reine RNA zu erhalten. Nun wurde die gewunschte
Konzentration und Verdinnung berechnet. Nach der Messung wurden die Eppendorf-
GefalRe beschriftet und die berechnete Menge Diethylpyrocarbonat (DEPC)-
behandeltes Wasser vorgelegt. Dann wurde das bendtigte Volumen der RNA-LOsung
dazu pipettiert, um insgesamt ein Endvolumen von 12.5 ul zu erreichen. Nachdem
“gevortext” und zentrifugiert wurde, wurde 1 pl oligo dt Primer dazu gegeben. Dann
wurde erneut “gevortext®, zentrifugiert und die Proben auf Eis gestellt. Im Thermoblock
UNO Il wurde der RNA-Primer-Mix nun fur 2 min bei 65°C denaturiert. Nachdem der
RNA-Primer-Mix auf 4°C abgekuhlt war, wurde 6.5 ul des Master-Mixes auf Eis
hinzugeflgt und die cDNA fir 50 min bei 50°C synthetisiert.

Master-Mix

4 ul 5 x Puffer

0.5 ul RNase Inhibitor
1 ul dNTP-Mix

1 ul reverse Transkriptase

Nachdem die Synthese durch nochmaliges Erhitzen auf 85°C fur 5 min beendet wurde,

konnte die cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert werden.

3.9.3 Amplifikationseffizienz der Primerpaare

Um die Amplifikationseffizienz der Primer zu bestimmen, wurde an drei Tagen mit
einem cDNA-Pool aller in dieser Arbeit verwendeter Zelllinien (iMSC#3, MSC PKR,
MSC KER, iPSC, TAg58, JPC) eine Test-PCR durchgefihrt. Von dem cDNA-Pool
wurde eine Verdunnungsreihe von unverdunnt bis 1:64 hergestellt. Als Positivkontrolle
diente eine SMC (smooth muscle cell)-cDNA, die das Transgelin-Gen exprimiert.
Hierflir wurde ein Mastermix aus 10 ul SYBR™ Green, 6 ul NTW (non-template water)
und 2 ul des Transgelin-Primers hergestellt. Fur die elf zu testenden Primerpaare (Lm-
al, Lm-a2, Lm-a3, Lm-a4, Lm-a5, Lm-B1, Lm-B2, Lm-B3, Lm-y1, Lm-y2, Lm-y3 )
wurde jeweils ein Mastermix aus 36 ul Primer, 180 ul SYBR™ Green und 108 pl NTW
gemischt. Als NTC (non- template control) wurde je Primer 2 ul NTW mit 18 pul des
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jeweiligen Mastermix verwendet. Dann wurden die Proben in eine 96- Well- Platte
gegeben. Pro Well wurde dafir jeweils 2 ul der cONA und 18 ul des Mastermixes des
Primers verwendet. Zur Kontrolle wurde jeder Ansatz doppelt pipettiert. Im Anschluss
wurde fur 1 min bei 170 x g abzentrifugiert. Die RT-PCR erfolgte mit Hilfe des
LightCycler ® 480 II. Die Amplifikationseffizienz der jeweiligen Primerpaare wurde mit
der LightCycler ® 480 Il Software (Roche, Mannheim) berechnet und bei den

nachfolgenden Amplifikationen verwendet.

3.9.4 Quantitative RT- PCR

Die Amplifikation der cDNA bzw. Effizienz konnte mit dem hier verwendeten Lm-33-
Primerpaar nicht bestatigt werden. Daher konnten nur die restlichen zehn Primerpaare
fur die geplanten RT-PCR Untersuchungen vewendet werden. Der Master Mix je
Primer bestand aus 150 pul SYBR™ Green, 90 ul NTW und 30 pl Primer. Es wurden 2
ul der cDNA der jeweiligen Zelllinie (iMSC#3, MSC PKR, MSC KER, iPSC, TAg58,
JPC) unverdinnt verwendet. Als Positivkontrolle und zur relativen Quantifizierung
dienten GAPDH und PPIA. Der Mastermix hierfir wurde aus 10 ul SYBR™ Green, 6
ul NTW und 2 ul Primer zusammengesetzt. Je Primer wurde eine NTC mit 2 ul NTW
und 18 ul des jeweiligen Mastermix angesetzt. Dann wurden die Proben in eine 96-
Well Platte pipettiert. Je 2 ul cDNA und 18 nul des jeweiligen Mastermixes der Primer
wurden daflr pro Well aufgetragen. Jeder Ansatz wurde zur Kontrolle doppelt
pipettiert. Im Anschluss wurde die Platte fur 1 min bei 234 x g abzentrifugiert und die
RT-PCR mit dem LightCycler®480 Il konnte gestartet werden. Die Auswertung erfolgte
erneut mit der LightCycler®480 Il Software (Roche, Mannheim).

3.10 Zelladhasionsassay

Die verwendeten Proteine wurden zuerst mit sterilem PBS auf die gewinschte
Konzentration eingestellt. Nachdem die Petrischalen auf der Unterseite mit einem
wasserfesten Stift in Sektoren aufgeteilt und durchnummeriert wurden, wurden jeweils
2 ul der Proteine punktformig in je einen Sektor aufgetragen und fur 60 min unter der
Sterilbank bei RT getrocknet. AnschlieRend wurden die Petrischalen zweimal
vorsichtig mit sterilem PBS gewaschen und mit je 1 ml 1 %-BSA / PBS im Inkubator
blockiert. Nach 60 min wurde das BSA / PBS abgenommen und erneut 2 x mit sterilem

PBS gewaschen. Pro Petrischale wurden 3 x 10° Zellen verwendet. Dafiir wurden die
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Zellen abgeldst und abzentrifugiert, in 2 ml serumfreien Medium, das mit einem
lonenmix (1 X) versetzt wurde, aufgenommen und vorsichtig in die beschichtete
Petrischale pipettiert. Nach 30-60 min Inkubationszeit (je nach Zelllinie) wurden die
ungebundenen Zellen durch 2-3 x Waschen mit vorgewarmten PBS und 1 X lonenmix
entfernt. Um eine verbesserte Bildqualitat zu erreichen, wurden die Petrischalen mit 1
ml 4 % PFA fur 30 min fixiert und anschliefend fur 10 min mit 1 ml 1 %
Kristallviolettlosung gefarbt. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden die

Ergebnisse mit dem Zeiss AxioVision Mikroskop fotografiert.

lonenmix (100X)

1.47 g CaCl2x 2 H20 (100 mM)
2.03 g MgCl2 x 6 H20 (100 mM)
40.5 mg MnCl2x 2 H2O (2.5 mM)
100 ml dd H20

3.11 Zellmigrationsassay

Pro Zelllinie wurde eine 6-Well Platte beschriftet und eine Markierung in Form eines
Balkens fur die Proteine eingezeichnet. Vor Verwendung wurden alle Laminine
“gevortext” und abzentrifugiert. Dann wurde 1 ul der Proteine auf die eingezeichneten
Striche aufgetragen und fur 24 h offen unter der Sterilbank getrocknet. Um eine
Kontamination zu verhindern, wurde anschlie3end noch 20 min mit UV-Licht bestrahlt.
Die sterilen ibidi-Kammern (Culture Insert 2 Well in pdish; ibidi, Grafelfing) wurden
mittig direkt auf die vorgelegten Peptidstreifen platziert. Die Zellen wurden auf 3 x 10°
Zellen/ ml verdunnt und davon in jede Kammer 70 pl pipettiert. Somit wurden in jede
Kammer 20.000 Zellen gegeben. Nach 12-24 h Inkubationszeit wurden die Kammern
abgenommen. Um nicht adharente Zellen zu entfernen, wurde 2 x mit sterilem PBS
gewaschen und anschlieRend 2 ml mit dem fir die Zelllinie spezifischen Medium in
jedes Well pipettiert.

Die Migration wurde zu verschiedenen Zeitpunkten mit dem Zeiss AxioVision

Mikroskop festgehalten und in Prozent zur Kontrolle beurteilt.
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3.12 Zellproliferationsassay

Um die Proliferationsrate von primaren Zellen in Kultur oder einer immortalisierten
Zellline zu bestimmen, wurde das WST-1 Kit (Sigma-Aldrich) benutzt. Dieses Kit
beinhaltet ein Tetrazolium Salz, das durch eine mitochondriale Dehydrogenase zu
Formazan gespalten wird (Abb. 5). Somit korreliert die Menge an Formazan mit der
Anzahl an metabolisch aktiven Zellen. Abhangig von der Zelllinie wurden 2000 bis
20000 Zellen in einem Volumen von 100 ul pro Well in Triplikaten in einer 96-Well
Platte kultiviert. Triplikate wurden fur alle verschiedenen Zeitintervalle (Tag 0, 1, 2)
angesetzt. Es wurden 10 ul der WST-1-Losung pro Well zugegeben. Anschliel3end
wurde fir 2 h bei 37°C und 5 % COz inkubiert. Die Absorption wurde bei 450 nm, und
als Referenzwert bei 590 nm, gemessen. Pro zellspezifischem Medium wurde ein
“‘Blank” (ohne Zellen) erstellt. Um den Einfluss der Laminine zu testen, wurde je 1 pl
der zu untersuchenden Laminine pro Well zugegeben. Nun wurden die Zellen 24 h
und 48 h kultiviert und anschlieRend, wie zuvor beschrieben, die WST-1-Losung

hinzugefugt. Nach 2 h im Inkubator wurde die Absorption gemessen.

NO, NO,
1 1
~N Mitochondriale Dehydrogenase N—H
+Ih; \ Yy g _ N |
N v I N
N/ N_ /
SO;Na SO;Na
SOgNa SOsNa
WST-1 Formazan

Abbildung 5: Umwandlung von WST-1 in das wasserlosliche, rot-dunkle Formazan.
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3.13 Gelelektrophorese der PCR Amplifikate

Fir das Gel wurde 1 g Agarose abgewogen und mit 50 ml 1 x TBE- Puffer und einem
Magnetfisch in einem Glaskolben gegeben. Der Kolben wurde mit Frischhaltefolie
abgedeckt und das Agarose-TBE-Gemisch bei hochster Stufe in der Mikrowelle fir 5
min zum Kochen gebracht, bis keine Schlieren mehr zu erkennen waren. Anschlief3end
wurde der Kolben auf einen Magnetruhrer gestellt und, nachdem das Gemisch auf
etwa 60 °C abgekuhlt war, 5ul GelRed® hinzugefugt. Danach wurde das Gel
gegossen, es war bei Raumpemperatur nach 20-30 min fest. Dann wurde das Gel mit
1x TBE- Puffer Uberflutet und die Proben aufgetragen. Fur die Gelelektrophorese
wurde 3 ul PCR-Produkt mit 10 ul Ladepuffer gemischt. Davon wurden 10 ul in je eine
Tasche des Gels gefullt. Zur Bestimmung der Grof3e der DNA wurde in eine Tasche 5
ul einer DNA-Leiter (700 bp ladder) geflllt. Nach Anlegen des elektrischen Feldes
dauerte es etwa 1-2 h, um die DNA Proben nach ihrer Grofde aufzutrennen. Durch das
im Ladepuffer enthaltene GelRed® konnte unter UV-Licht die DNA sichtbar gemacht

und anschliel3end fotografiert werden.

TBE- Puffer (20X) 100 bp Ladder- Mix
121 g Tris Base (1 M) 30 pl bp ladder

61.7 g Borsaure (1 M) 80 ul Ladepuffer
7.44 g EDTA- Naz2x H20 (20 mM) 50 pl ddH20

mit H-O auf 1 Liter auffillen

Ladepuffer TAE- Puffer (40X)

5 ml Glycerol 193.6 g Tris Base (1.6 M)

250 ul 40 x TAE- Puffer 108.9 g Na Azetat x H20 (0.8 M)
1 Spatelspitze Bromophenol blue 7.44 g EDTA-Naz x H20 (20 mM)
3.75 ml H.O pH bis 7.2 mit Essigsaure

mit H>O auf 1 Liter auffullen

3.14 Tris-Azetat-Gel

Um Laminine, deren einzelne Ketten alle ein grolles Molekulargewicht aufweisen,

aufzutrennen und sichtbar zu machen, wurde ein vorgefertigtes 3-8 % Tris-Azetat-Gel
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(Invitrogen) verwendet und die Banden anschlieend mittels Silberfarbung sichtbar
gemacht. Je 100 ng der verwendeten Laminine (Lm-111, Lm-121, Lm-211, Lm-332,
Lm-411, Lm-421, Lm-511, Lm-521 ) wurde mit 1 ul 10 x Red Agent, 2.5 ul Sample
Buffer und 5.5 ul Wasser in einem Eppendorfgefal® gemischt. Danach wurden die
Proben “gevortext” und abzentrifugiert und 50 min bei RT stehen gelassen. Um die
Proteine zu denaturieren, wurden die Proben anschlief3end fur 10 min auf 70 °C erhitzt.
Wahrenddessen wurde die Gelelektrophoreseapparatur ,XCell SureLock™"
vorbereitet. 700 ml NuPage Buffer (Invitrogen) wurden in die seitlichen Kammern
geflllt, in die Kammer des Gels kamen 200 ml des Puffers, der zuvor mit 500 pl
Antioxidant versetzt wurde. Die Taschen des Gels wurden mit 10 ul der Proben gefulit.
Als GroRenmarker wurde 5 ul Precision Plus Protein Dual Colours (Bio-Rad,
Feldkirchen) verwendet. In die verbleibenden Taschen wurden Blanks geflllt, damit
das Gel gleichmaliig beflllt war. Dann wurde eine Spannung von 150 V und 48 mA

solange angelegt, bis die Proben im unteren Viertel angekommen waren.

3.15 Silberfarbung nach Shevchenco

Far die Silberfarbung wurden folgende Lésungen hergestellt:

Fixierlosung
250 ml Methanol
25 ml Essigsaure
225 ml H.0

Silbernitratiosung (0.1%)
0.1 g Silbernitrat
100 ml H20

Aquilibrierlésung
10 ml Glycerol

20 ml Ethanol

70 ml H.0

Thiosulfatlésung (0.02%)
0.1 g Na-Thiosulfat
500 ml H20

Entwickler

250 ml H20

100 pl Formaldehyd 37 %
5 g Na-Carbonat
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Um das Gel zu fixieren, wurde es, nachdem es vorsichtig von der Platte gel6st wurde,
fur 20 min in Fixierldsung gelegt. Nach weiteren 10 min in 50 % Methanol wurde das
Gel fur 10 min in Wasser gelegt, um es zu waschen. AnschlieRend wurde fir 1 min
eine 0.02%-ige Thiosulfatldsung darauf gegeben und 2 x fir 1 min in Wasser
gewaschen. Dann folgte die Inkubation in der bereits vorgekuhlten Silbernitratiésung
bei 4°C im Dunkeln fir 20 min. Danach wurde erneut 2 x fur 1 min mit Wasser
gewaschen. Das Gel wurde dann mit dem Entwickler bedeckt und so lange stehen
gelassen, bis die gewlnschte Intensitat der Farbung erreicht war. Um die Reaktion
abzustoppen, wurde das Gel fir 5 min in 5 % Essigsaure gelegt und anschlie3end fur
30 min in der Aquilibirerldsung inkubiert. Zum Trocknen wurde das Gel zwischen zwei

Cellophanfolien gespannt und unter dem Abzug fur 1-2 Tage stehen gelassen.
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4 Ergebnisse

4.1 Expression der Laminin-lsoformen in mesenchymalen Stammzellen

Um die Expression der einzelnen Lamininketten in den verschiedenen Zelltypen zu
testen, wurde eine quantitative RT-PCR durchgefihrt. Dabei wurde die RNA der
einzelnen Ketten der Laminine und somit deren Transkription nachgewiesen.
Zusatzlich wurde die Expression der daraus resultierenden Proteine anhand von
Immunfluoreszenzfarbungen mit Lamininketten-spezifischen Antikdrpern in den Zellen
uberpruft und die Ergebnisse der beiden Methoden anschlieRend verglichen. Ein
besonderes Augenmerk lag dabei auf den Lm-a-Ketten, da sie den groften Einfluss
auf die Funktion der Laminine haben. Im Vergleich zu den mesenchymalen
Stammzellen wurden auch iPSC verwendet, induzierte pluripotente Stammzellen, die

aus den JPCs gewonnen wurden ( Umrath et al. 2019).

411 RT-PCR

Die Zelllinien wurden auf alle 5 a, 3 B und 3 y Ketten Uberpruft. Zuerst wurde die
Wirksamkeit der einzelnen Primerpaare Uberpruft, indem an drei Tagen eine Test-PCR
mit einem cDNA-Pool aller in dieser Arbeit verwendeten Zelltypen durchgefuhrt wurde.
Samtliche Primerpaare mit einer Ausnahme zeigten eine erfolgreiche Amplifikation
(Abb. 6). Nur das Primerpaar fur die 33-Kette ergab kein Amplifikat (Abb. 6) und wurde
deshalb bei der anschlielenden quantitativen RT-PCR nicht verwendet. Bei den
mesenchymalen Stammzellen zeigte sich ein Ubereinstimmendes Bild der ermittelten
Daten (Abb. 7). Es ist eine starke Expression der Lm-a4 und Lm-a5 Ketten zu
beobachten, wobei die Lm-04 Kette auller bei TAg58 etwas hohere Werte erzielt. Die
Expression von Lm-a2 ist bei allen Zelllinien schwach, gefolgt von Lm-a1 und Lm-a3,
deren Expression kaum vorhanden ist. Die Expression von Lm-y1 ist durchgangig am
starksten. Auch die Lm-B1 und Lm-2 Ketten werden stark exprimiert. Lm-y2 und Lm-
y3 werden kaum oder nur schwach exprimiert. Die Ergebnisse der iPS-Zellen weichen
im Vergleich stark ab. Wahrend sich ebenfalls eine starke Expression von Lm-a5 und
Lm-y1 zeigt, ist fast keine Expression der restlichen Lm-a Ketten zu sehen. Wie in Abb.
7 ersichtlich, zeigen sich bei MSC KER und MSC PKR - dabei handelt es sich um

denselben Zelltyp von unterschiedlichen Patienten - Ubereinstimmende Ergebnisse.
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Auch die IMSC#3, eine Zelllinie, die aus Knochenmark-MSCs gewonnen wurde,
entsprechen diesen Ergebnissen. Ebenso lassen sich ahnliche Werte bei JPCs und
TAg58 beobachten. iPSCs, die induzierten pluripotenten Stammzellen, zeigen

individuelle Resultate, die nicht mit den restlichen Zelltypen Ubereinstimmen.

6. 7.-8 9 10 11

Abbildung 6: Gelelektrophorese nach RT-PCR. Von links: Spur L: 100 bp Leiter; Spur 1: Lm-a1 (357 bp);
Spur 2: Lm-a2 (368 bp); Spur 3: Lm-a3 (253 bp); Spur 4: Lm-a4 (358 bp); Spur 5: Lm-a5 (562 bp); Spur L:100
bp Leiter; Spur 6: Lm-B1 (253 bp); Spur 7: Lm-B2 (337 bp); Spur 8: Lm-B3 (261 bp); Spur 9: Lm-y1 (283 bp);

Spur 10: Lm-y2 (579 bp) und Spur 11: Lm-y3 (557 bp). Die prominente Bande in der 100 bp Leiter ist 600 bp
grof}
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Abbildung 7: RT-PCR Ergebnisse in der Ubersicht. Die Skala gibt den Quotienten aus
Zielgen und Referenzgen an. Diese Analysen wurden jeweils einmal (N=1) durchgefihrt.
Die detaillierten Einzelergebnisse sind im Anhang aus den Abbildungen 20-25 zu
entnehmen.



4.1.2 Immunfluoreszenz

Die unterschiedlichen Zelltypen wurden auf Chamberslides bis zu einer Konfluenz von
60-80% kultiviert. Nach Fixierung wurden die Zellen mit Lamininketten-spezifischen
Antikdrpern markiert, diese wurden mit Fluorchrom-markierten Zweitantikrpern
detektiert. Die Bewertung erfolgte anhand der Anzahl an gefarbten Zellen. Die
Differenz zwischen den Signalstarken wurde subjektiv bewertet. Allgemein zeigt sich
bei den mesenchymalen Stammzellen eine starke Expression von Lm-a4 und Lm-a5,
d.h. alle Zellen sind markiert und zeigen ein Signal (Abb. 8). Es zeigt sich eine
ausgepragtere Intensitat von Lm-a5 bei den Zelltypen MSC PKR und MSC KER. Eine
Farbung der Lm-a3 Ketten liegt nur bei vereinzelten Zellen der Zellen MSC PKR, KER
und JPCs vor. Lm-a2 und Lm-a1 sind durchgehend negativ. Die iPSCs zeigen ein
starkes Signal fir Lm-a5, jedoch keines fur die restlichen Lm-a Ketten (Abb. 8). Bei
Lm-a4 sind vereinzelte Zellen gefarbt, der Grund daflr sind vermutlich unerwinscht
differenzierte Zellen. Im Vergleich zu den anderen Zelllinien erscheint es im Falle der
iPSCs, als ob zusatzlich zu dem Cytosol auch noch andere Komponenten angefarbt

wurden, so setzen die iPSCs eventuell das Lm-a5 auch schon in die ECM frei.
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Lm-a5 Lm-o4 Lm-a3

iMSC#3

MSC KER

MSC PKR

JPCs

TAg58

iPSCs

Abbildung 8: Immunfluoreszenzfarbung mit Lamininketten-spezifischen Antikérpern. Von links: Lm-a5, Lm-
o4, Lm-a3. Zu sehen ist eine starke Expression von Lm-a5 bei allen Zelltypen. Lm-o4 wird von allen Zelltypen,
aufder von den iPSCs gebildet (bei der Zelle, die in der Aufnahme Lm-a4 der iPSCs angefarbt ist, handelt es sich
— mit hoher Wahrscheinlichkeit - um eine differenzierte Zelle). Eine schwache Farbung von Lm-a3 ist bei
vereinzelten Zellen der MSC KER, MSC PKR und JPCs zu erkennen. Alle VergréRerungen: x 220 (auBer Lm-a3
iPSCs); Vergrolerung Lm-a3 iPSCs: x 60.
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4.1.3 Ubereinstimmung und Diskrepanzen

Ein Vergleich der quantitativen RT-PCR-Analyse und der Immunfluoreszenzfarbung
der a-Ketten zeigt eine Ubereinstimmung der Expression, d.h. wo eine Expression der
Proteine mit Hilfe der Immunfluoreszenz gezeigt werden konnte, lag auch ein positives
Signal der gRT-PCR vor (Tabelle 7). Allerdings korreliert die Intensitat in den beiden
Methoden nicht immer miteinander, so gibt es z.B. vereinzelt positive Signale bei der
Lm-a3 Expression, obwohl nur sehr wenig korrespondierende RNA vorhanden ist. Lm-
a1 und Lm-a2 zeigen zwar Werte fur eine geringe RNA-Transkription, jedoch gibt es
kein Signal bei der Immunfluoreszenzfarbung der Proteine. Allgemein wird jedoch die
RNA fur das jeweilige Protein mit der letztendlichen Expression des Proteins in der
Zelle verglichen, was nicht zwangsweise in der Intensitat Ubereinstimmen muss. Bei
MSC KER und MSC PKR werden lediglich zwei verschiedene Patienten des gleichen
Zelltyps verglichen. Sie zeigen ubereinstimmende Ergebnisse bei beiden Methoden
auf. Zur besseren Ubersicht sind die einzelnen Ergebnisse der unterschiedlichen

Zelltypen nochmals im Detail im Anhang aufgeflhrt.

Tabelle 7: Ubersicht der Ergebnisse der gRT-PCR und Immunfluoreszenzfarbung der verschiedenen Zelltypen.

Zelltyp al a2 a3 a4 ad5

JPCs +/- n.d. +/- |- +/- +/- + + + +
TAg58 +- |- +- |- +- |- + +- | ++ | ++
MSC KER +/- | nd. |+ - +H- | H- |+ |+ + ++
MSC PKR +/- | nd |+ - +H- |4~ | ++ |+ ++ | ++
IMSC#3 +- |- + - +- |- + ++ |+~ | ++
iPSCs + n.d. +/- - +/- - +/- +/- ++ +
|q:ulantitative RT-PCR -<0 +/- < 0.01 +<0.07 ++<0.2

(siehe Skala Abb. 7)

[]

Immunfluoreszenzfarbung - nicht gefarbt +/- einzelne Zellen gefarbt
+/++ alle Zellen gefarbt n.d. nicht durchgefihrt
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4.2 Funktionsanalysen mit unterschiedlichen Laminin-Isoformen
4.2.1 Rekombinante Laminine

Um die Reinheit der verwendeten rekombinanten Laminin-lsoformen aufzuzeigen,
wurden die Proteine mit Hilfe einer Gelelektrophorese der Groflze nach aufgetrennt und
anschlieBend mit einer Silberfarbung sichtbar gemacht (Abb. 9). Zu sehen ist eine
saubere Trennung der Proteine in a- und B/ y- Ketten. Durch das ahnliche
Molekulargewicht der B/ y- Ketten, sind diese Banden nicht eindeutig zuzuordnen,
jedoch laufen 1 und y1 immer hoher als 2 und y1. Es ist keinerlei Degradation
sichtbar. Zusammengefasst handelt es sich um sehr stabile, saubere rekombinante

Proteine ohne Verunreinigungen.
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Abbildung 9: Silberfarbung der verwendeten rekombinanten Laminine nach SDS-PAGE. Von links: Lm-111.
Lm-121, Lm-211, Lm-332, Lm-411, Lm-421, Lm-511, Lm-521.

4.2.2 Adhasionsassay

Die Versuche wurden flur alle verwendeten Zelltypen mehrmals durchgefihrt (n>3).
Hierbei wurde die Adhasion an die auf Plastik immobilisierten Laminine getestet.
Insgesamt wurden die acht Isoformen verwendet, die im Silbergel in Abb. 9 zu sehen

sind. Fur die mesenchymalen Stromazellen zeigt sich eine starke Adhasion bei den
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Isoformen LM-332, LM-511 und LM-521. Bei LM-211 ist keinerlei Adhasion zu sehen
(Abb. 10-13). Die restlichen Laminin-lsoformen zeigen bei allen Zelltypen kein

konstantes Ergebnis. Der Grund dafur ist noch zu klaren.

Adhasion der iMSC#3:

PRELS
ﬁ&s»

e T,
o~

Abbildung 10: Adhéasion der iMSC#3 Zellen an Laminin-Isoformen. Die Adhasion der iMSC#3- Zellen an die
Laminine -332, -511 und -521 ist deutlich zu erkennen. An Lm-211 findet keine Anheftung statt. Bei Lm-332 und
Lm-521 ist ein deutliches Ausbreiten der Zellen zu beobachten, das sogenannte ,Spreading“. Vergréf3erung: x 50.

Adhasion der MSC PKR:

Abbildung 11: Adhéasion der MSC PKR Zellen an Laminin-Isoformen. Die Adhasion der MSC PKR- Zellen an
die Laminine -332, -511 und -521 ist deutlich zu erkennen. An Lm-211 findet keine Anheftung statt. Vergréf3erung:
x 12.5.
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Adhasion der JPCs:

Abbildung 12: Adhéasion der JPC Zellen an Laminin-lsoformen. Die Adhasion der JPC-Zellen an die Laminine -
332, -511 und -521 ist deutlich zu erkennen. An Lm-211 findet keine Anheftung statt. Bei Lm-521 ist eine
Ausbreitung der Zellen zu sehen, das sogenannte ,Spreading“. Vergrofierung: x 50.

Adhasion der TAg58:

Abbildung 13: Adhédsion der TAg58 Zellen an Laminin-Isoformen. Die Adhasion der Tag58-Zellen an die
Laminine -332, -511 und -521 ist deutlich zu erkennen. An Lm-211 findet keine Anheftung statt. Bei Lm-332 ist eine
Ausbreitung der Zellen zu sehen, das sogenannte ,Spreading“. Vergrofierung: x 50.

Auch bei den iPSCs zeigen Lm-511 und Lm-521 das starkste Potential. Auch an Lm-
332 ist eine Bindung, wenn auch nicht so ausgepragt wie an Lm-521, zu beobachten.
Lm-211 zeigt keinerlei Bindung (Abb. 14).
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Adhasion der iPSCs:

Abbildung 14: Adhasion der iPSCs-Zellen an Laminin-lIsoformen. Die Adhéasion der iPSCs-Zellen an die
Laminine -332, -511 und -521 ist deutlich zu erkennen. An Lm-211 findet keine Anheftung statt. VergroRerung:
x 50.

Nicht erklart werden konnte die Interaktion der verschiedenen Zelltypen mit den
Laminin-Isoformen, die entweder die a1 oder die a4 Kette beinhalteten. Hier waren in
vier unabhangigen Versuchen an verschiedenen Tagen keine konstant reproduzier-
baren Ergebnisse zu erzielen (siehe Abb. 15).

In Tabelle 8 sind die variablen Ergebnisse fur TAg58 an Lm-111, Lm-121, Lm-411 und

Lm-421 als reprasentatives Beispiel in einer Ubersicht zu sehen.
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Adhasion von Tag58 an Lm-421:

Versuch Nr.3

Abbildung 15: Adhédsion von TAg58 an Lm-421; Zu sehen sind die Ergebnisse fir Lm-421 fir die Zelllinie Tag58.
Der Adhasionsversuch wurde mehrmals unter denselben Bedingungen durchgefihrt, doch wurden keine
konstanten Ergebnisse erhalten. Dies gilt auch fir die anderen verwendeten Zelltypen, ebenso fir die Laminine -
111, -121 und -411. VergroRerung: x 12.5.

Tabelle 8: Ubersicht der variablen Adhasionsergebnisse fiir TAg58 an die Laminin-Isoformen Lm-111, Lm-121,
Lm-411 und Lm-421.

Laminin- Versuch Nr.1 Versuch Nr.2 Versuch Nr.3 Versuch Nr.4
Isoform
Lm-111 ++ + - +
Lm-121 ++ ++ - +
Lm-411 ++ - ++ N
Lm-421 ++ +/- - ++
- keine Bindung +/- vereinzelte Bindung + Bindung ++ starke Bindung

Konzentrationsabhangige Bindung an Laminin-lsoformen

Um die Spezifitat der Bindung der Zellen an die einzelnen konstant adhasiven Laminin-
Isoformen aufzuzeigen, wurde eine Verduinnungsreihe der Laminine -332, -511 und -
521 aufgetragen. Durchgeflhrt wurde der Versuch jeweils mit den Zellen iMSC#3,
TAg58, JPCs und MSC PKR. Die Abhangigkeit zwischen der Konzentration und der
Adhasion ist fur alle getesteten Laminin-Isoformen bei allen verwendeten Zelltypen
deutlich zu erkennen. Beispielhaft ist die Adhasion von IMSC#3 an Lm-332 in
Abhangigkeit der Konzentration in Abb. 16 gezeigt.
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Lm-332 1:10 (10 ng/spot)

Lm-332 1:50 (2 ng/spot)

Lm-332 1:100 (1 ng/spot)

Lm-332 1:500 (0.2 ng/spot)

Abbildung 16: Konzentrationsabhédngige Bindung an Laminin-332; Beispielhaft ist eine Adhasion von iMSC#3
an Lm-332 in Abhangigkeit der Konzentration gezeigt. Die linke Spalte zeigt die vollstandigen Spots, in der rechten
Spalte ist vergroRert ca ein Viertel der mit Lm-332 bedeckten Flache zu sehen. VergréfRerung linke Spalte: x 10;
VergroéRerung rechte Spalte: x 40.

4.2.3 Migrationsassay

Ob die unterschiedlichen Laminin-lsoformen Einfluss auf die Wanderung der
mesenchymalen Zellen haben, wurde mit einem Migrationsassay uberpruft. Es wurde
in einer Linie das jeweilige Laminin aufgetragen und mittels einer speziellen Kammer
(ibidi Culture insert 2 well) separat rechts und links davon Zellen kultiviert. Nachdem
die Zellen in den beiden Kammern einen konfluenten Rasen gebildet hatten, wurde die
Kammer abgenommen und das Einwandern auf die Laminin-bedeckte Flache im
Vergleich zu der Migration ohne Laminin beobachtet. Der Versuch wurde mit den
Zelllinien iIMSC#3 und Tag58 und den primaren mesenchymalen Stromazellen MSC
PKR und JPC ausgefuhrt. Die Laminin-lsoformen Lm-332 und Lm-521 wurden
ausgewahlt, da sie einen starken Einfluss auf die Adhasion der Zellen haben, das
Adhasionsverhalten an Lm-421 war bisher nicht eindeutig definiert und bei Lm-211 war

kein adhasiver Einfluss zu sehen. Die Migrationsversuche wurden mehrmals unter
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denselben Bedingungen durchgefiuhrt (n>3). Das Ergebnis wurde subjektiv anhand der
Aufnahmen nach 24h und 48h bestimmt. Es wurde bewertet, wie dicht die Besiedlung
des Spaltes im Vergleich zur Kontrolle war. Es lasst sich bei allen analysierten
Zelllinien ein Einfluss von Lm-332 und Lm-521 auf die Migration vermuten (Abb. 17-
18). Bei den JPCs scheint auch Lm-421 die Migration zu fordern. In keinem Fall konnte
ein inhibierender Effekt der einzelnen Laminin-lIsoformen auf die Migration beobachtet

werden.

Migrationsassay JPCs

| Kontrolle

Abbildung 17: Migrationsassay mit JPCs. Zu sehen ist das Migrationsverhalten unter Einfluss der Laminine Lm-
211, Lm-332, Lm-421, Lm-521 und die Kontrolle ohne Laminin. Die Spalten zeigen die Aufnahmen zu
verschiedenen Zeitpunkten (von links: t=0, t=24, t=48). Es lasst sich ein Einfluss von Lm-332, Lm-421 und Lm-521
auf die Migration erkennen. Die Mafstabsbalken entsprechen 200 pm.
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Migrationsassay iMSC#3

Lm-211

1 Lm-332

/Lm-421

= Kontrolle

Abbildung 18: Migrationsassay mit iMSC#3. Zu sehen ist das Migrationsverhalten unter Einfluss der Laminine
Lm-211, Lm-332, Lm-421, Lm-521 und die Kontrolle ohne Laminin. Die Spalten zeigen die Aufnahmen zu
verschiedenen Zeitpunkten (von links: t=0, t=24, t=48). Es lasst sich, verglichen mit der Kontrolle, ein schwach
positiver Einfluss von Lm-332 und Lm-521 auf die Migration erkennen. Die Mal3stabsbalken entsprechen 200 ym.

4.2.4 Proliferationsassay

Um den Einfluss der verschiedenen Laminin-Isoformen auf die Proliferation der
mesenchymalen Stromazellen zu testen, wurde in 96- Well-Platten 100 pl der

jeweiligen Zellsuspension mit 100 ng des entsprechenden Laminins versetzt und fur
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24h oder 48h kultiviert. Vor der Messung wurde das Tetrazoliumsalz WST-1
dazugegeben, das nach Umsatz in Formazan durch eine mitochondriale
Dehydrogenase die Stoffwechselaktivitat angibt und somit mit der Anzahl an
vorhandenen Zellen korreliert werden kann. Statistisch abgesicherte, eindeutige
Ergebnisse waren aber nicht zu erhalten. Die Lamininzugabe wirkt keinesfalls
inhibierend, sondern tendenziell stimulierend. Fur die Zelltypen iIMSC#3 und JPCs
I&sst sich eine tendenzielle Stimulation durch Lm-211 und LM-332 um etwa 10-20%
beobachten (Abb.20).
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Abbildung 19: Proliferation Ubersicht: Es wurden vier verschiedene Laminin-Isoformen verwendet. Gemessen
wurde nach 0, 24 und 48h. Der Kontrolle wurde kein Laminin zugesetzt. Angegeben sind die Mittelwerte der
Triplikate der gemessenen Adsorptionswerte, die in der oben angezeigten Skala (0.0 -2.0) angegeben sind. Der
gesamte Versuch (mit Triplikaten) wurde einmal durchgefiihrt (N=1).
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden mesenchymale Stammzellen aus dem Kieferperiost
auf molekularer Ebene charakterisiert. Laminine bilden eine Familie von
Glykoproteinen, die in der Basalmembran von Zellen essentiell fur deren Funktion und
Uberleben sind. Seeger et al. (2015) konnten zeigen, dass Laminine jedoch auch bei
bmMSCs vorkommen, die selbst keine Basalmembran ausbilden. In dieser Arbeit
wurde die Expression von Laminin-Isoformen in JPCs im Vergleich zu MSCs aus dem
Knochenmark auf RNA- und Protein-Ebene untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass
auch mesenchymale Stammzellen aus dem Kieferperiost verschiedene Laminin-
Isoformen bilden koénnen. Funktionell wurden die Zelltypen mit humanen
rekombinanten Laminin-Isoformen in verschiedenen Assays analysiert, um die
Interaktion der Laminine mit den JPCs zu Uberprufen. Da JPCs primare, heterogene
Zellen sind, wurden zum Vergleich eine immortalisierte Zelllinine der JPCs und aus
ihnen abgeleitete induzierte pluripotente Stammzellen untersucht. Bei der Migration
und Proliferation konnten nur Tendenzen, aber keine signifikanten Unterschiede
beobachtet werden. Bei der Adhasion zeigte sich, dass definierte Laminin-lIsoformen

einen stark adhasiven Charakter fur die verwendeten Zelltypen haben.

5.1 Gen-Expression

Die quantitative Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) ist eine
etablierte Methode fur die Quantifizierung der Nukleinsaurenexpression (Rasmussen
et al. 1998). Die Bestimmung der Amplifikationseffizienz sollte zwingend zu den ersten
Schritten der qRT-PCR gehoren. Die Effizienz der Primer kann als Quotient oder in
Prozent angegeben werden. Eine Zielsequenz kann theoretisch maximal jeden Zyklus
verdoppeln, da die DNA zwei Strange aufweist. Idealerweise sollte sich daher die
Anzahl der DNA-Molekile pro Zyklus verdoppeln, was einer Amplifikationseffizienz
von 100% entspricht. Die Anzahl replizierter Molekule betragt jedoch immer weniger
als das Doppelte, weil chemische Reaktionen nie mit 100% Effizienz ablaufen. Sinkt
die Effizienz aber unter 1.7 (oder 85%), ist dies auf eine nicht optimale Amplifikation
zuruckzufuhren (Primer <> Zielsequenz, Enzym <> Substrate <> Temperatur usw.)
und kann bei Werten unter 1.7 zu falschen Ergebnissen der gqRT-PCR fuhren. Die in

dieser Arbeit verwendeten Primer erzielten Werte zwischen 1.8 und 2.

47



Dass Laminine auch von bmMSCs gebildet werden, wurde erstmals 2015 von Seeger
et al. beschrieben. Bei der Uberpriifung der Primerpaare war fiir die Primer der Lm-3
Kette nicht die erforderliche Effizienz vorhanden und daher konnten diese nicht fur die
gRT-PCR verwendet werden. Dies war auch bei Seeger et al. (2015) der Fall. Dies
liegt wahrscheinlich daran, dass in der ,gepoolten cDNA“ keine cDNA fur Lm-g3
vorhanden ist. Eine bereits erfolgreiche Verwendung des B3-Primers in einer
Endpunkt-PCR ist von Siler et al. (2000) beschrieben. Fir alle anderen Laminin-Ketten
ist die mRNA bei den getesteten Zelltypen in unterschiedlichem Ausmafl
nachzuweisen. Die einzige Laminin-Isoform, die B3 beinhaltet und in dieser Arbeit fur
funktionelle Studien verwendet wurde, ist Lm-332 (Uehara et al. 2017). Jedoch zeigen
die qRT-PCR Ergebnisse, dass kaum Lm-a3 exprimiert wurde. Somit ist anzunehmen,
dass die Interaktion zwischen Lamininen und Zellen und deren Fahigkeit, diese
Laminine selbst zu synthetisieren, in keinem Zusammenhang stehen muss. Die mMRNA
von Lm-y1 wurde von den mesenchymalen Stammzellen am starksten exprimiert. In
vivo hat Lm-y1 in der Basalmembran u.a. die Aufgabe, an das Glycoprotein Nidogen
zu binden, das als Verbindungsglied zwischen Laminin-Netzwerken und Kollagen-
Netzwerken dient (Pozzi et al. 2017). Ob MSCs selbst Nidogen exprimieren, ist
unbekannt. Die starke Expression der Lm-a4 und Lm-a5 Ketten durch die MSCs
korreliert mit den Ergebnissen der Immunfluoreszenz. Lm-a4 und Lm-a5 sind im
adulten Organismus die am haufigsten vorkommenden Laminin-Isoformen
(Domogatskaya et al. 2012). Auffallig ist, dass die iPSCs selbst nur Lm-a5 exprimieren,
ihre Abkdmmlinge (MSCs) jedoch auch Lm-a4 enthalten. Im Kieferbereich ist das
Verteilungsmuster der Laminine in vivo jedoch ganzlich unbekannt, dies misste an

Gewebeschnitten evaluiert werden.

5.2 Laminine

Bevor die Moglichkeit bestand, stabile rekombinante Laminin-Isoformen experimentell
zu verwenden, wurden Laminine aus dem EHS (Engelbreth-Holm-Swarm)-Tumor der
Maus oder aus humanem Plazenta-Gewebe gewonnen. Durch den enzymatischen
Verdau des Gewebes waren einige der so gewonnenen Laminine jedoch nicht
vollstandig intakt, und auch Mischformen der Laminin-lsoformen waren nicht
auszuschlielfen (Wondimu et al. 2006). Da die Laminine heutzutage rekombinant

synthetisiert werden, sind stabile, humane und definierte Laminin-Isoformen verfugbar
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(siehe: Biolamina, Sundbyberg, Stockholm, Schweden), deren spezifische

Funktionsweisen getrennt voneinander untersucht werden kdonnen.

5.3 Funktionsassays

FUr ein besseres Verstandnis des Einflusses von Lamininen auf JPCs wurden
Adhasions-, Migrations- und Proliferationsversuche durchgefuhrt.

Eine stark adhasive Interaktion wurde fur die Laminine 332, 511 und 521 beobachtet.
Keine offensichtliche Interaktion konnte dagegen mit der Isoform Lm-211 detektiert
werden. Das bedeutet, dass die MSCs an Laminine binden kénnen, die sie sowohl
selbst synthetisieren (Lm-511, Lm-521), als auch an solche, fur die sie keine
Genexpression zeigen (Lm-332). Diese Spezifitdt lasst Ruckschlisse auf die
Rezeptoren zu, die die Zellen fur die Bindung an Laminine benutzen. Die
hauptsachlichen Rezeptoren flr Laminine sind Integrine, eine Familie von
Heterodimeren, die auf der Membran lokalisiert sind. Zu den wichtigsten Laminin-
bindenden Integrinen gehoéren die Rezeptoren a3p1, a6B1, a6B4 und a7B1 (Aumailley,
2013). Weitere wichtige Rezeptoren fur die Lamininbindung sind Dystroglykan und
Lutheran / BCAM (Yousif et al. 2013). Welche dieser Rezeptoren von den JPCs
gebildet werden, ist jedoch noch nicht bekannt und sollte auch noch funktionell
analysiert werden.

Interessant ist auch, dass Lm-211 keinerlei adhasive Interaktion mit JPCs zeigt,
obwohl diese Isoform von JPCs gebildet wird. Es ist moglich, dass die JPCs daher fur
diese Laminin-Isoform keinen Rezeptor besitzen. Erwahnt werden muss, dass bei
Verwendung von den Laminin-lsoformen Lm-111, Lm-121, Lm-411 und Lm-421 trotz
vielfacher Versuche keine verlasslich reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden
konnten, obwohl unter konstanten Bedingungen gearbeitet wurde. Der Grund dafur ist
unbekannt. Ob es eventuell Schwankungen bei der Rezeptor-Expression gibt, muss
noch eruiert werden.

Laminine sind auch aktiv an der Zellmigration beteiligt (Gorfu et al. 2008, Ngyen-Ngof
et al. 2012). Vor allem Lm-332, Lm- 411 und Lm-511 scheinen einen grof3en Einfluss
auf die Migration verschiedener Zelltypen zu haben. So fordert Lm-332, das aus der
Zelllinie ,SSC25“ gewonnen wurde, die Migration von reifen Thymozyten durch
Bindung an die Integrine a3B1 und a6p4 (Vivinus-Nebot et al. 2004). Via Integrin a331

verbessert es sowohl die Adhasion als auch Migration von Mastzellen (Sime et al.
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2009). Mit Plazenta- isoliertem Lm-511 konnte gezeigt werden, dass diese Isoform
eine wichtige Rolle bei der Migration von Neutrophilen spielt und ebenfalls die
Adhasion und Migration von Mastzellen fordert (Song et al. 2017, Sime et al. 2009).
Im Kontrast dazu kann Lm-a5 die Migration von ,plasmacytoid dendritic cells* (pDCs)
ins Endothelium verhindern, wahrend Lm-a4 einen fordernden Einfluss hat (Simon and
Bromberg 2017).

In dieser Arbeit wurden durch technische Schwierigkeiten bei der Versuchs-
durchfihrung des Migrationsassays noch keine signifikanten Ergebnisse erzielt. Da
den rekombinanten Lamininen Glycerin zugefugt ist, trocknen diese nach Aufbringen
auf der Petrischale nicht vollstandig an. Das fuhrt dazu, dass sich nur sehr schwer eine
klare Begrenzung in den ibidi-Kammern erreichen lasst. Deshalb kann aus den
Versuchen allenfalls ein fordernder Einfluss von Lm-332 und Lm-521 vermutet werden.
Die detaillierten Mechanismen, die den Auswirkungen von Lamininen auf die Migration
der JPCs zugrunde liegen, sind bislang ungeklart.

Auch die Proliferation wird von manchen Laminin-Isoformen beeinflusst. So beglnstigt
z.B. Lm-511 die Selbsterneuerung humaner pluripotenter Stammzellen (Rodin et al.
2010), und auch die Proliferation von Endothelzellen der Cornea bzw ,/imbal epithelial
progenitor cells” wird durch Lm-511/521 geférdert (Okumura et al. 2015, Polisetti et al.
2017). Und Seeger et al. konnten zeigen, dass MSCs, die myogen differenziert
wurden, nach 7 Tagen in Kultur mit Lm-521 eine signifikant erhdhte Proliferationsrate
aufweisen. Auch von einer Proliferations-inhibierenden Wirkung der Laminine auf
undifferenzierte MSCs wurde berichtet (Seeger et al. 2015). In der vorliegenden Arbeit
kann ein tendenziell positiver Einfluss durch Lm-211 und Lm-332 vermutet werden,

eine inhibierende Wirkung wird aber in keinem Fall beobachtet.

5.4 Zelltypen

Die in dieser Arbeit verwendeten JPCs wurden freundlicherweise von Prof. Dr.
Alexander aus der Zahnklinik der Universitat Tubingen zur Verfugung gestellt. Die
JPCs sind primare Zellen, die bei Routineeingriffen mit dem Einverstandnis des
Patienten entnommen werden. Dabei ist der Vorgang jedoch nicht standardisiert.
Weder die Entnahmestelle im Mundraum noch das Instrument zur Gewebeentnahme
oder die Technik der Arzte wurden festgelegt. Zudem ist es fraglich, ob die

Eigenschaften, wie z.B. das Mineralisierungspotential von Periostzellen, die einmal
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aus der Alveole und ein anderes Mal an der Knochenoberflache des Kiefers
entnommen wurden, Ubereinstimmen. Auch das Alter und der Gesundheitszustand der
Spender und deren Gewohnheiten wie Rauchen und Alkoholkonsum sind oftmals
unbekannt. Somit gestaltet es sich schwierig, einheitliche Populationen zu generieren.
Auch bereitet es bis heute noch Schwierigkeiten, die aus JPCs gewonnenen iPSCs zu
kultivieren, ohne dass einige der Zellen spontan differenzieren (Umrath et al. 2019).
Da es nur schwer moglich ist, diese strikt von den iPSCs zu trennen, waren bei den
Versuchen mit den iPSCs stets auch differenzierte Zellen dabei, daher ist ein Einfluss
dieser Zellen auf die Ergebnisse nicht auszuschlieen. Da die JPCs bisher noch nicht
so ausfuhrlich analysiert wurden wie die mesenchymalen Stammzellen aus dem
Knochenmark, wurden diese zum Vergleich untersucht. Die Ergebnisse zeigen sowohl
bei der Synthese als auch bei der Interaktion mit den verwendeten Lamininen sowohl
fur die primaren als auch fur die immortalisierten Zelltypen Ubereinstimmende

Ergebnisse.

5.5 Aussicht

Mit dieser Arbeit konnte die Vermutung, dass Laminine auch bei MSCs aus dem
Kieferperiost eine Rolle spielen, bestatigt werden. Ein Einfluss von Lamininen auf
JPCs wurde nach dem bisherigen Kenntnisstand zum ersten Mal aufgezeigt. Welches
Ausmal die Rolle der Laminine umfasst, und ob andere Faktoren die Funktion der
Laminine beeinflussen oder gar ersetzen kdnnten, muss in nachfolgenden Studien
untersucht werden. Interessant ware es zu analysieren, ob Laminine die osteogene
Differenzierung der JPCs fordern konnten. Da eine deutliche Adhasion der JPCs in
vitro in dieser Arbeit bestimmt werden konnte, ware es sinnvoll, den Einfluss der
Laminine auf die lokale Verankerung dieser Zellen in vivo zu testen. Auch ware es
interessant zu untersuchen, ob Laminin-Isoformen ebenfalls einen Einfluss auf andere

Stammzelltypen im Kieferbereich haben kénnen.
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6 Zusammenfassung

Mesenchymale Stammzellen mit einem osteogenem Potential sind fur eine
erfolgreiche Geweberegeneration des Knochens von groRRer Bedeutung. ,Jaw
periosteal stem cells* (JPCs) bilden eine Form der mesenchymalen Stammzellen, die
aus dem Periost des Kiefers isoliert werden kdnnen und eine vielversprechende Quelle
fur die Knochenregeneration in der Oral- und Kieferchirurgie darstellen. Laminine sind
heterotrimere Moleklle, die hauptsachlich in der Basalmembran vorkommen, aber
auch in der Stammzellbiologie eine wichtige Rolle spielen, indem sie Proliferation,
Adhasion, Migration und Differenzierung von Stammzellen beeinflussen kdnnen. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Expression von verschiedenen Laminin-lsoformen in
JPCs im Vergleich zu bmMSCs dargestellt. Auch aus JPCs abgeleitete induzierte
pluripotente Stammzellen (iPSCs) wurden untersucht. Eine starke Expression der Lm-
ad5- und Lm-a4 Ketten in JPCs und bmMSCs sowie von Lm-a5 von iPSC konnte
beobachtet werden. Dies zeigt, dass auch MSCs, die selbst keine Basalmembran
ausbilden, verschiedene Laminin-Isoformen synthetisieren koénnen. Funktionell
wurden die Zellen in verschiedenen Assays analysiert, um den Effekt von humanen
rekombinanten Laminin-Isoformen auf die biologische Aktivitat der Zellen, wie
Adhasion, Migration und Proliferation zu untersuchen. Wahrend bei der Migration und
Zellproliferation nur geringe Tendenzen zu registrieren sind, konnte eine starke
Adhasion an Lm-332, Lm-511 und Lm-521 von allen mesenchymalen Zellen
beobachtet werden. Somit konnte eine spezifische Interaktion von JPCs und den aus

ihnen abgeleiteten iPSCs mit Lamininen aufgezeigt werden.
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Abbildung 20: RT- PCR MSC KER
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Abbildung 21: RT-PCR MSC PKR
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Abbildung 22: RT-PCR JPC
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Abbildung 23: RT-PCR TAg58
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Abbildung 24: RT-PCR iMSC#3
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Abbildung 25: RT-PCR iPSC

LMy1

LMy1

0,1
0,05 I I
0o — m — —

LMy2

LMy2

LMy3

LMy3

61



Erklarung zum Eigenanteil

.Hiermit erklare ich, dass ich die vorliegende Arbeit ohne unzulassige Hilfe Dritter und
ohne Benutzung anderer als der angegebenen Hilfsmittel angefertigt habe. Die aus
anderen Quellen direkt oder indirekt ibernommenen Daten und Konzepte sind unter
Angabe der Quelle gekennzeichnet. Insbesondere habe ich nicht die entgeltliche Hilfe
von Vermittlungs- bzw. Beratungsdiensten (Promotionsberater oder andere Personen)
in Anspruch genommen. Niemand hat von mir unmittelbar oder mittelbar geldwerte
Leistungen fur Arbeit erhalten, die im Zusammenhang mit dem Inhalt der vorgelegten
Dissertation stehen. Die Arbeit wurde bisher weder im In- noch im Ausland in gleicher

oder ahnlicher Form einer anderen Prifungsbehorde vorgelegt.”



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich mich ganz herzlich bei allen bedanken, die zum Gelingen

dieser Arbeit beigetragen haben.

Mein besonderer Dank gilt meinen Betreuern Prof. Dr. Grassel und Prof. Dr. Aicher fur

Ihre Mihe und Zeit, die diese Arbeit Uberhaupt moglich gemacht haben.

Ganz herzlich bedanken mochte ich mich auch bei Prof. Dr. Alexander, die mir lhre

Zellen flur die vorliegende Arbeit zur Verfiigung gestellt und mich sehr unterstutzt hat.

Danke an die Arbeitsgruppen Aicher und Klein:

Danke Euch allen fur die schone Zeit. Allen voran Tanja, die sich immer sehr viel Zeit
fur mich genommen und mir sehr geholfen hat. Svenja, die mir als ,digital immigrant*
einige Nerven erspart hat. Franzi, fir die guten Gesprache und last but not least

Dominik fur den starksten Kaffee der Welt.

Ganz besonders mochte ich mich bei meinem Papa und seiner schier unendlichen
Geduld bedanken. Ohne Dich hatte ich das nicht geschafft. Und das sogar noch vor
der Rente!

In diesem Sinne auch ein riesen Dankeschdn an die Unterstitzung meiner restlichen
Familie und an meinen Neffen, der immer eine willkommene Ausrede fur Pausen war.

lhr seid die Besten!

Ein riesen Dank an meine Freunde. Marie und Kossi- geteiltes Leid ist halbes Leid. Elli
und Paula- zum Gluck gibt es keine Telefonrechnungen mehr. Ich bin so froh, Euch zu

haben.






	Dissertation%20Kora%20Langegger%20RZ-1.pdf
	Dissertation%20Kora%20Langegger%20RZ-1



