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1. EINLEITUNG

Das Gefal3system setzt sich aus zwei unterschiedli@ystemen zusammen: Den Blut-
und den Lymphgefalen. Dabei dient der BlutkreistierfVersorgung der Zellen, Gewebe
und Organe des Korpers mit Nahrstoffen, Sauers@®fitenstoffen u. a. sowie dem
Abtransport von Stoffwechselprodukten. Das LympHE@efstem dient der Drainage
Uberflssiger interstitieller Flissigkeit und Ukbemmt durch die Zwischenschaltung von
Lymphknoten immunologische Aufgaben. BlutgefaRe agsén Arterien, Venen und
Kapillaren. Aufgrund der unterschiedlichen physgiechen Anforderungen weisen sie
entsprechend angepasste Wandveranderungen aui. gdleeinsam ist die Auskleidung
des GefalRlumens mit einschichtigem Endothel.

Das Wachstum neuer BlutgefaRe aus einem bereitehaeglen Gefal3system wird als
Angiogenese bezeichnet und kommt durch Ausstilpwmd) Verzweigung von bereits
vorhandenen GefalRen zustande. Im Gegensatz hiefdudse Vaskulogenese, welche die
GefalRneubildung aus endothelialen Vorlauferzell@schreibt und die hauptsachlich
wahrend der Embryonalentwicklung ablauft. Im gesmadulten Organismus befinden
sich die Gefal3e grof3tenteils in einem Ruhezusiandem kaum Angiogenese stattfindet.
Nur wahrend der Wundheilung und in den weiblichegpf@duktionsorganen (Ovarien,
Uterus und Plazenta) findet eine zeitlich begreapillarneubildung statt [Reynolds et
al., 1992]. Aullerdem ist die Angiogenese an eineth@® pathologischer Situationen
beteiligt, z. B. diabetischer Retinopathie, rhewmsr Arthritis, Psoriasis und
Tumorwachstum [Carmeliet, 2003].

Die Angiogenese und Vaskulogenese sind von zent&rleutung fir das Tissue
Engineering und den Einsatz grof3er Stlicke synthetis Bioersatzmaterialien in der
rekonstruktiven Medizin. Um ein Einwachsen und U(deEn von Zellen in ein 3-
dimensionales Ersatzmaterial zu erméglichen, mwss Konstrukt mit Sauerstoff und
Né&hrstoffen versorgt und ein Abtransport von Ablradpkten gewahrleistet werden.
Dabei handelt es sich um einen mehrstufigen Prodessdurch pro- und anti-angiogenen
Faktoren einer sehr strengen Regulation unterl[€gikman and Klagsbrun, 1987].
Essentiell fur die Aktivierung der Endothelzellemdu Rekrutierung weiterer fur den

Umbau bendtigter Zellen ist der vaskularen Endatiiblachstumsfaktor (VEGF) siehe
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Abbildung 1 am Beispiel von Tumorwachstum. Im Foldgen werden die einzelnen

Formen des VEGF im Detail beschrieben.

avaskuléres
Tumor
Wachstum

Angiogenese
zum Tumor
(VEGF)

£

hypoxlschel
Tum i, 't
e ‘*‘t )

arteriell vends arteriell vends arteriell venos

Abb. 1: Schematische Darstellung der Angiogenese. (VEGEWasEndothelial Growth Factor)

1.1. Vaskuladre endotheliale Wachstumsfaktoren

Verschiedene Wachstumsfaktoren sind fir die Gefédéelkdung sowohl in
physiologischen als auch in pathologischen Proregse Bedeutung.

Der vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor (engdscularEndothelial Growth Factor,
VEGF) ist ein angiogener Faktor, stimuliert diellieg von Endothelzellen und induziert
das Einsprossen neuer Gefalde in das Gewebe.

VEGF wurde erstmals in den 80igern von zwei untaesttichen Forschungsgruppen
entdeckt. Nach der Erstbeschreibung durch Sengel.etl983, der das Protein aus
konditioniertem Medium einer Meerschweichentumollidée isolierte, bezeichnete man
VEGF, aufgrund seiner Eigenschaft eine Gefallleckagealer Haut auszulésen, zunachst
alsVascularPermeabilityFactor (VPF) [Senger et al., 1983]. Sechs Jahreesp#tdeckte
Ferrara et al., 1989, ein Protein, welches einetsdame Rolle in der Angiogenese spielt.
Er bezeichnete es als VEGF, um die hohe Effektspetifitat darzustellen [Ferrara,
1989]. Mittels molekularbiologische Analysen von GE [Leung et al., 1989] und VPF
[Keck et al., 1989] konnte nachgewiesen werdens dassich bei den ,zwei“ Proteinen um

ein und dasselbe Protein handelt und das vom geiGen kodiert wird.
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Da VEGF primar in Zusammenspiel mit endothelialeflleh beschrieben war, wurde die
These aufgestellt, VEGF kénnte eine bedeutendeeRollvohl fur physiologische als auch
fur pathologische Gefal3prozesse spielen. Aufgruaesled Ereignisse ist das Protein nicht
nur unter der Bezeichnung VEGF sondern auch alsR/EBF oder als VPF bekannt.

Strukturell gehdrt VEGF mit PDGHPlatelederived Growth Factor) zur VEGF-PDGF-
Superfamilie. Bei VEGF handelt es sich um ein homedisches Glykoprotein mit 45
kDa [Ferrara, 1989]. Es sind sechs strukurverwakdtenen von VEGF bekannt: VEGF-
A, -B, -C, -D, -E und Placenta Growth Factor (PIGBurch alternatives Splicen ergeben
sich sowohl weitere VEGF Subtypen (siehe AbbilduBg Seite 5) als auch
unterschiedliche PIGF Isoformen: PIGF-1 (Plg); PIGF-2 (PIGksy), PIGF-3 (PIGky3)
und PIGF-4 (PIGE4) [Maglione et al., 1993], [Cao et al., 1997] unhpg et al., 2003].

Zusammenfassend spielen die VEGF-Familie und ileeeRtoren nicht nur wahrend der
physiologischen Angiogenese sondern auch in pagisdben Prozessen und bei

Anderungen der GefaRpermeabilitat eine zentraleeRabbildung 2).

,C:') Endotheia ' o . Ottecblast

w Osteoclasts
Dendritic -
Colis (OCs) A Q) Tumorcalis
Q Erythrocytes N Extraceliular
2 Matrix (ECM)
Immune -
Cells Fibroblasts
Oy Circulatory
A o “"""ggg""‘ — 0 0} Endotholial
- Stem (HSCs) i i Precursors (CEPs)

Fortsetzung von Abbildung 2 siehe Seite 4.



EINLEITUNG

Zytokinsekretion Tumor-
/Stromazelladhésion

el

ﬁ Zunahme an
Migration, Proliferation, | Kochenresorption
Zelliuberleben . Tl
. \ / Immun-

VEGF —> modulation

Differenzierung

Differenzierung, Wachstum, l
N e

Zelliberleben

Angiogenese
B. gioge

Abb. 2: A. Allgemeine Zellmatrix [Podar et al., 2005] (s&eBeite 3).
B. Physiologische Funktionen von Vascular Endah&@rowth Factor (VEGF).

1.1.1.VEGF-A

Insgesamt besitzt VEGF-A neun unterschiedlicheolsnén, die durch alternatives Splicen
eines Gens entstehen. Darunter ist VEGEs# vielen Geweben, neben VEGH-Aund
VEGF-A;35 die dominierende ,Splice Variante” (siehe Abbitgu3) [Houck et al., 1991]
und [Leung et al., 1998].

Flir VEGF-Ags ist zudem beiin vitro Studien die hoéchste biologische Aktivitat
nachgewiesen worden [Petrova et al., 1999]. VEGRvAd von vielen Zelltypen
exprimiert. Die Genexpression ist bei endothelialetien, Makrophagen und aktivierten
T-Lymphozyten belegt [Ferrara et al., 1997] undefffnan et al., 1995]. Im Gegensatz
dazu wurde VEGF-4ys bislang ausschlieBlich aus cDNA menschlicher Ledldn
isoliert [Houck et al., 1991].

Was die Rezeptorspezifitdt anbelangt, besitzt VEEGEs-die Moglichkeit an Neuropilin-1
(NP-1) [Soker et al.,, 1998] und Neuropilin-2 (NP-2) binden. Fir VEGF-fs ist
ausschlief3lich eine selektive Interaktion mit NBekumentiert [Gluzman-Poltorak et al.,
2000].
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Abb. 3: Schema des dimeren VEGF-Peptids. Es besteht aus (dvee Disulfidbriicken verknlpften

Peptidketten. Die Rechtecke zeigen die untersitiiedlangen Aminosaureketten der

Splicevarianten. Die Sechsecke zeigen die Glyikosgsstellen.

1.1.2.VEGF-B

Bei VEGF-B sind momentan zwei Isoformen beschriedGF-B;s7 und —B ge. Olofsson
et al.,, 1999, zeigte, dass beide Isoformen an VRGFdnd NP-1 binden und diese
Rezeptoren aktivieren kdonnen. Die Proteine konmeriner Vielzahl unterschiedlicher
Gewebe nachgewiesen werden. Die hochsten Expresaien von VEGF-B hat man im
Herz und der Skelettmuskulatur bestimmt. [Olofssbal., 1999].

Ein Teil der Funktionen von VEGF-B wurde kirzlich zwei Studien an Mausen
aufgedeckt. Versuche mit VEGF-B Knockout-Mausen aoestrierten die Rolle von
VEGF-B hinsichtlich pathologischer Gefal3prozesseeb&ziindlicher Arthritis [Mould et
al., 2003] und dem Isch&mieschutz des Gehirns gsah, 2004].

1.1.3.VEGF-C und -D

Sowohl VEGF-C als auch -D binden und aktivieren \FER2 und —R3. Eine Interaktion
mit NP-2 ist nur fir VEGF-C beschrieben [Lohelakt 2003].



EINLEITUNG

Erkenntnisse Uber die Funktionen von VEGF-C undwildden aus Experimenten mit
Mausen gewonnen. Eine Uberexpression von VEGF-Crt filei Ma&usen zu
hyperplastischen Lymphgefal3verbanden [Jeltsch.etl@97]. Eine neuere Studie belegt
dies durch Versuche mit VEGF-C Knockout-Mausen.r Hiennte nachgewiesen werden,
dass VEGF-C fiur die Entwicklung von Lymphgefal3endigt wird [Karkkainen et al.,
2004].

Uber die Funktionen von VEGF-D ist weit weniger aekt. Stacker et al. beschrieb 2001
die Induktion einer Lymphgefal3bildung und eine étbdVetastasierungsrate bei Tumoren
[Stacker et al, 2001].

1.1.4.VEGE-E

Im Parapoxvirus Orf-Virus Genom wurden Proteinedeokt, die eine VEGF-A ahnliche
Aktivitat aufweisen [Lyttleet al., 1994]. Diese Reme sind unter dem Sammelbegriff
VEGF-E bekannt. Je nachdem von welchem Orf Virusstasie isoliert wurden, besitzen
diese VEGF Homologe unterschiedliche Namen. Setlsith VEGF-kz., z.B. vom Orf-
Virusstamm NZ-2 ab. Aktuell sind funf unterschietie VEGF-E Subtypen beschrieben:
VEGF-Eyz-2, VEGF-Byz.7, VEGF-Nz.10, VEGF-E1701 und VEGF—ERe3a.

Wahrend alle bislang untersuchten VEGF-E Variardenden VEGF-R2 binden und
aktivieren, gilt dies hinsichtlich NP-1 nur flr VEEGENz-2, -Nz-10 und -E1701.

1.1.5.PIGF

Der Placenta Growth Factor (PIGF) wurde erstmal®118us humaner Plazenta isoliert
[Maglione et al., 1991]. Vergleichbar zu VEGF-A ud&GF-B entstehen auch von PIGF
durch alternatives splicen verschiedene Isoforni®@F-1 (PIGhs;), PIGF-2 (PIGIsy),
PIGF-3 (PIGRo3) und PIGF-4 (PIGE.).
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In Bezug auf die Rezeptorinteraktionen der PIGF folsnen sind folgende

Forschungsergebnisse veréffentlicht. PIGF-2 begtiet Fahigkeit nicht nur an NP-1

sondern auch an NP-2 zu binden [Maglione et aB3].9

Wie der Name des Proteins vermuten lasst, ist digrdssion von PIGF wahrend der
gesamten Gestationszeit in der menschlichen Plazsstir hoch. Das Protein wird aber
nicht ausschlief3lich in der Plazenta synthetisieEmhe Genexpression von PIGF wurde
auch im Herz, der Lunge, der Schilddrise und deele®knuskulatur dokumentiert

[Persico, 1999]. Carmeliet et al. zeigte, dass Mangel an PIGF bei Mausen keinen
Einfluss auf die embryonale Angiogenese hat [Casnel al., 2001]. Nichts desto trotz
beeintrachtigt der Verlust von PIGF die Angiogenedee Plasmaextravasation und
GefalRReinsprossung wahrend einer Ischamie, Entzigndad Wundheilung. Dies weist
alles auf die Wichtigkeit der VEGF-R1 vermittelte®ignaltransduktion unter

pathologischen Umstanden hin (siehe Abbildung 4).

Tumorzelle
i PLGF
!"n'E'H=
loshicher _ R1
‘».-‘EGF—F!“I '
I Monozyt
R32
Endothelzelle
-
VEGF induzieter  Proliferation, Proliferation, Miarati
Migrationseffekt Migration, Migration, Eﬂﬁﬁbe rléhen -

Zellibereben, Zelliberieben,

: g hamatopoetischen oder
Angiogenese Angiogenese R
Fiireanhli b leukamischen Zellen
lymphat. Endothel

Abb. 4: Schematische Darstellung der unterschiedlichen [Redanktionen bei Endothel-,

hamatopoetischen und leuk&mischen Zellen.
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1.2. Rezeptoren

VEGF-R1, oder auclimslike-tyrosine kinase-1 (Flt-1) genannt, ist einchspezifischer
Rezeptor fur VEGF-A, VEGF-B und PIGF [De Vries &t ¥992]. Er wird hauptsachlich
von Gefallendothelzellen aber auch von Makrophagemozyten [Sawano et al., 2001]
und hamapoetischen Stammzellen exprimiert [Hat&drial., 2002]. Bei blockiertem
VEGF-R1 kann unter Stimulation mit VEGF-A bei HUVECGhuman umbilical vein
endothelial cells) eine Beeintrachtigung der Zellmigration almcht der Proliferation
beobachtet werden.

Die wichtigsten biologischen Effekte, wie Zellikebyen, Migration und Proliferation,
werden bei endothelialen Zellen von VEGF-R2 lbdsttit[Meyer et al., 1999],
[Waltenberger et al., 1994] und [Rousseau et BDOP Um diese Effekte bei endothelialen
Zellen hervorzurufen genigt eine Stimulation mit GFEEE, mit einer Bindung
ausschlie3lich an VEGF-R2 [Meyer et al., 1999]. \F=R2 ist in der Literatur auch unter
den Synoymen Kinase Domain Region (KDR) oder Hetat kinase-1 (FIk-1) bekannt.

VEGF-R3 oder auch Flt-4 frislike-tyrosine kinase-4) wurde ausschlielich aus
lymphatischem Endothel isoliert [Garcia-Ramirealet2000] und [Kaipanen et al., 1995].

Die Interaktion der unterschiedlichen VEGF Isoformand Rezeptoren ist in Abbildung 5

kurz zusammengefasst.
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VEGF-A165
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NP-1, NP-2

Abb. 5: Interaktion der VEGF Isoformen mit den unterschidin Rezeptortypen.

1.3. Genrequlation

Die Regulation der VEGF Gen Expression ist aulRéwmplex und wird von

unterschiedlichen Faktoren beeinflusst. Fir einechidegulation zahlen Hypoxie,
verschiedene Wachstumsfaktoren, Mutationen des G#S8, Ostrogene, Thyroidea
stimulierendes Hormon (TSH), Tumorpromotoren undckStoffmonoxid zu den

wichtigsten Stimuli.

Analog zur Hochregulation der VEGF Gen Expressienhdlt sich die Expression der
VEGF Rezeptoren. Dies konnte bei Ratten speziaéruakuter oder chronischer Hypoxie
in den LungengefalRen fir VEGF-R1 und —R2 nachgeniegerden [Tuder et al., 1995].
Eine Hochregulation dieser beiden Rezeptoren welinfalls nach Myokardinfarkt bei

Ratten beobachtet [Li et al., 1996].
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1.4. Fragestellung der Arbeit

Neben den in der Einleitung genannten Effekten Endothelzellen wurde bereits eine

chemotaktische Wirkung von VEGF bei primaren huma@steoblasten gezeigt [Mayr-

Wohlfahrt et al., 2002]. Dass eine Induktion dere@lotaxis bei humanen multipotenten
Stromazellen (MSZ) mdglich ist, wurde mit unterschichen Wachstumsfaktoren (BMP,

TGFR und PDGF) bereits nachgewiesen [Fiedler g2@02].

In der vorliegenden Arbeit sollte daher der Fragehgegangen werden, ob VEGF auch
fur humane MSZ chemotaktisch attraktiv ist und \welc Rezeptoren an der

Signalvermittlung beteiligt sind. Zuséatzlich solttee Expression der verschiedenen VEGF-
Rezeptoren untersucht werden und ob es im Rahmaer differenzierung zu

Osteoblasten Veranderungen im Expressionsmuster gib

10



MATERIAL UND METHODIK

2. MATERIAL UND METHODIK

2.1. Material

2.1.1.Humane multipotente Stromazellen

Die bei den Versuchen verwendeten Zellen wurderKaashenmarkaspirat der in Tabelle
1 aufgefuhrten Patienten isoliert. Samtliche Proleinden wéahrend operativer Eingriffe
entnommen, die eine Erdffnung des Markraumes zlgeHaatten. Die Entnahme erfolgte
in Ubereinstimmung und den Richtlinien der Ethikkaission der Universitat Ulm. Alle
Patienten wurden vor der Operation vom zustandiggtionsarzt ausfuhrlich aufgeklart
und haben freiwillig an der Studie teilgenommen.

Bei der Probandenrekrutierung wurde darauf geachdieiss zum Zeitpunkt der
Materialgewinnung keine Stoffwechselstérungen (ZBdokrinologische Erkrankungen,
wie Diabetes mellitus) oder andere bekannten Ekknagen des Skelettsystems vorlagen.
Zudem wurden die Patientenakten im Hinblick auf di#nnahme zytostatischer

Medikamente Uberpruft und von der Studie ausgesshin

Tab. 1: Alters- und Geschlechtsverteilung der Probandetur Zeitpunkt der Probeentnahme.

Alter in OP und Entnahmestelle des
Proband Geschlecht
Jahren* Knochenmarks
_ Tibiakopffraktur
1 Méannlich 67 .
Tibia
o Tripleosteotomie bei Huftdysplasie
2 Weiblich 19
Beckenkamm
_ Ventrale Spondylodese
3 Mannlich 72
Beckenkamm
o Dorso-ventrale Spondylodese
4 Weiblich 56
Beckenkamm

Fortsetzung

11
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Fortsetzung Tabelle 1

o Ventrale Spondylodese
5 Weiblich 42
Beckenkamm
o Tripleosteotomie bei Huftdysplasie
6 Weiblich 25
Beckenkamm
o Tripleosteotomie bei Huftdysplasie
7 Weiblich 20
Beckenkamm
8 Weiblich 55 Keine Angabe

2.1.2.Gebrauchsartikel, Reagenzien und Kits

AEC und Substrate—Chromogen

Aqua Spullésung

Biocoll Separation Solution

Biotinylated link Anti-Mouse and

Anti-Rabbit

Brilliant” SYBR’ Green QPCR MM

Bromphenolblau
Dakd” Protein Block
Diethylpyrocarbonat
DMEM

Dulbecco’s PBS

Etidiumbromid

Falcort’ 4 Kammer Culturslide

Falcor? Multiwellplatten
Falcort Petrischalen

Falcort’ Zellkulturflaschen

Falcor? Zentrifugenréhrchen

FKS

DaksmbH, Hamburg, Deutschland
DeltaSelect GmbH, Pfullingen, Deliend
Biochrom AG, Berlin, iischland

Dakd GmbH, Hamburg, Deutschland
StratageneAmsterdam, NL
pegLab GmbH, Erlangen, Deutschland
Dakd GmbH, Hamburg, Deutschland
Sigma Chemie GmbH, SteinhauBentschland
Biochrom AG, Berlin, Deutschland
PAA Laboratories GmbH, Paschinge@sith
biomol GmbH, Hamburg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelbergr@any
BD Biosciences, Heidelberg, Genga
BD Biosciences, Heidelberg, Germany
BD Biosciences, Heidelberg, @any
BD Biosciences, Heidelberg;n@ay

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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Formalin

Giemsa Farbel6sung
HotStarTagq Master Mix Kit
Immersionsol

L-Glutamin 200 mM

MACS CD34 Progenitor Cell

Isolation Kit
Mercaptoethanol
Nucleporé' Polyester Filter
Omniscript RT

PCR Pipettierbedarf

Primer

Penicillin/ Streptomycin
Puffertabletten nach Weise
Rneasy MiniKit

Protector RNase-Inhibitor

SeaKem LE agarose
Streptavidin — HRP
Terg-A-ZymeM

Trypsin/ EDTA Solution
VEGF-A

rhPIGF-1

Zellkultur Pipettierbedarf

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschla
QIAGEN Sciences, Hildé&eutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Milteny Biotec GmbH, Besch Gladbach
Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Whatman Inc., Clifton, NJ USA
QIAGEN Sciences, Hilden, Deutschland
Brand, Wertheim, Deutschland
alle verwendeten Primer wurden von
MWG Biotech, Minchen, Deutschland hergestellt
Biochrom AG, Berlin, Deatdand
Merck KGaA, DarmstaditSchland
QIAGEN Sciences, Hilden, Deutschland
Roche Diagnostics Gmbldnkheim,
Deutschland
BMA, Rockland, ME USA
DaktGmbH, Hamburg, Deutschland
Alconox Inc., New York, NY USA
Biochrom AG, Berlin, Deutdahd
ReliaTech, Braunschweig, Deutschland
R&D, Deutschland

CostarCorning Incorporated, Deutschland
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2.1.3.Gerate

ABI Prism 7000 Seq. Det. Sys. V1.1
Brutschrank Cytoperm
Chemotaxiskammer
Feinwaage Precissa 400 M
ImageMastet VDS
Mikroskop Axiovert 35
Mikroskop Polyvar
Mikroskop ZEISS Axiomot 2
Photometer Ultrospec 3000
Pipettierhilfen, diverse
Pipettierhilfe pipetus-akku

Robocycler Gradient 96
Sterilbank Hera Safe
Stromnetzteil Standard Power
Pack P25

Vortex-Genié]

Wasserbad

Zentrifuge Allegral 64R
Zentrifuge Biofuge 13
Zentrifuge Megafuge 1.0
Zellzahler Casy 1 TT

Applera GmbHuBehland
Heraeus Instruments GmbH, ta@bautschland
Neuro Probe Inc., Gaithersburg, WA
PAG Oerlikon AG, Zuriathveiz
Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland
Leica, Deutschland
Reichert-Jung, Bensheim, Deutsct|
ZEISS, Oberkochen, Debtand
Pharmacia Biotech, CalgéyiEngland
Eppendorf, Koln, Deutscida
Hirschmann Laborgerate GmbH, Eberstadt,
Deutschland
StratageneAmsterdam, NL
Heraeus Instruments GmbH, i{adautschland

Biometra, GottingesytBchland

Bender & Hohlbein AG, Zirich, Schweiz
Ges. fur Labortechnik GmbH, Burgwedel,

Deutschland

Beckman Coultér, Palo Alto, CA USA
Heraeus Sepatech GmbH, Habautschland

Heraeus Instruments Gmbdhad, Deutschland

Scharfe-System GmbH, Reutlingen, Deutschland
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2.1.4. Zusammensetzung und Herstellung von Losungen unddiés

FKS Inaktivierung 500 ml Uber die Nacht bei 4° Ggatautes FKS fur 30 min
bei 56° C in Wasserbad gegeben.

Vollmedium: 440 ml DMEM ohne L-Glutamin
50 ml inaktiviertes FKS
5 ml L-Glutamin (wird einmal pro Woche aufgefrisamit
jeweils 1% des Gesamtvolumens)

5 ml Penicillin/Streptomycin.

TBE Puffer 1x 108 g Tris-base
55 g Boric acid
9,3 g NaEDTA
ad 10 | Aqua dest.
Einstellung auf pH 8,3

Weise Puffer Eine Puffertablette nach Weise irAfjlia dest. geldst.

Giemsa Losung 20 ml Giemsafarbelésung mit WeisefePuduf 200 ml

eingestellt und anschlie3end filtriert.

1fach Trypsin 5ml 10fach Trypsin/ EDTA Solution méteriler Aqua

Spullésung auf 50 ml eingestellt.

Osteoblastendifferenzierungs

Medium: DMEM (10% FKS inakt., 1% Glutamin)
Vit C Phosphat 0,01 ml (50 pg/ml DMEM)
B-Glycerophosphat 0,1 ml (0,216 pg/ml DMEM)
Dexamethason 0,01 ml (0,02 pg/ml DMEM)
Penicillin/Streptomycin 0,1 ml
anschliel3end steril filtriert und bei —20° C eifigeen.
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2.2. Methoden

2.2.1.Praparation der humanen multipotenten Stromazellen

Die Isolation der multipotenten Stromazellen (M@zs Knochenmarkaspirat wurde sofort
nach Erhalt des Zellmaterials durchgefihrt.

Im ersten Schritt wurde mit Hilfe einer Dichtegraxiienzentrifugation [Deans u. Mosley,
2000] die MSZ vom restlichen Zellmaterial getrenAhschlie3end nutzte man mittels
einer Direkt-Ausplattier-Methode [Friedenstein ¢t 4976] die selektive Adhéarenz der
MSZs an Plastikoberflachen aus. Aufgrund von FAQ&lfsen mit MSZ spezifischen
Oberflachenmarkern kann von einer 90-95% homold@@pulation ausgegangen werden
[Fickert et al., 2004]. Um Subpopulationen unervalmer Zellen, wie z.B. endothelialer
Vorlauferzellen, sowohl zu selektieren als auchd®n Versuchen vorab auszuschliel3en,
wurden weitere Verfahren angewandt: Magnetic Adsodo Cell Separation (MACS;
Firma Miltenyi Biotech GmbH), immunhistologischerBéngen und molekularbiologische

Analysen.

Zur MSZ Isolation benétigte Materialien, LésungerdMedien:

32 ml Biocoll Separation Solution, im Wasserbad 3df C erwarmtes Vollmedium und
Dulbecco’s PBS, 4 sterile Zentrifugenréhrchen Ralcol0 ml und 2 ml Costar
Pipettenspitzen, Pipettierhilfe pipetuakku, 1 Petrischale Falcon4 Zellkulturflachen
T75 Falcon

Protokoll,Isolation von MSZ aus Knochenmarkaspirat®
» Biocoll-Dichtegradienten-Zentifugation: Je R&Ohrch&n ml Biocoll 30 min bei
13500 g und 4° C zentrifugieren (Zentrifuge All@gr64R, Rotor F1010).
» Knochenmarkaspirat in Petrischale Uberfuhren undMaerhéltnis Knochenmark/
Vollmedium 1:1 resuspendieren.
» Jeweils 2 ml Knochenmarksuspension pro Biocoll-Rban vorsichtig auf den
Gradienten auftragen.
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» Erneut 30 min bei 600 g und 4 °C zentrifugieren.

» In jeder Zellkulturflasche 10 ml Vollimedium vorlageDie kernhaltigen Zellen in
der Interphase des Biocoll-Gradienten sorgfaltigipettieren und in die vorbereiteten
Kulturflaschen uberfuhren.

» Bei 37 °C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit inkulger

» Nach 24h Inkubation bei allen Kulturflaschen undr dRetrischale Vollmedium
verwerfen und 2-mal mit je 5 ml PBS spiilen (jewe@iérworfen).

» Je 12 ml Vollmedium in Kulturgefal3e geben. Bei 32, 5% CQ und 90%
Luftfeuchtigkeit inkubieren.

» In der Petrischale zurtickgebliebene Knochenmarleaisspn mit 10 ml Vollmedium
resuspendiert und bei 37° C, 5% £@nd 90% Luftfeuchtigkeit inkubiert
(Brutschrank Cytoperm).

» Alle drei Tage Wechsel des Vollmediums.

2.2.2.Zellkultur humaner multipotenter Stromazellen

Im folgenden Abschnitt werden grundlegende Arbelisste bei der Arbeit mit

Zellkulturen beschrieben.

Um eine vorzeitige Differenzierung und den Verlulr Progenitoreigenschaften zu
vermeiden, wurde darauf geachtet, die Kulturflasobehstens bis zu einer Zelldichte von

ca. 75% zu kultivieren [Deans and Mosley, 2000].

Fur die Arbeit mit Zellkulturen bendtigte Materiah, L6sungen und Medien:

Dulbecco’s PBS und Vollmedium auf 37 °C im Wassgravarmt, pro zu trypsinierende
Flasche 1 ml 1fach Trypsin, 50 ml FalCoAentrifugenréhrchen, je nach Bedarf Fafton
Zellkulturflaschen T75, 5 ml und 10 ml Costar Pipespitzen, Pipettierhilfe pipetus
akku.
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Protokoll,,Zellen trypsinieren®

»

Altes Vollmedium der Kulturflasche verwerfen undr@ mit je 10 ml PBS gespllt
(jeweils verwerfen).

1 ml 1fach Trypsin in Zellkulturflasche geben.

Bei 37 °C, 5% CQund 90% Luftfeuchtigkeit 5 min inkubieren.

Zellen durch Beklopfen der Kulturflasche vom Grumdblésen. Anschliel3end
mikroskopische Kontrolle.

Inaktivierung des Trypsins durch Zugabe von 4 milidedium.

Zellsuspension gut resuspendieren. Zentrifugatmin bei 1000 U/min (Zentrifuge
Biofuge 13).

Nach Zentrifugation Uberstand verwerfen und Zelggahit angemessenem Volumen
Vollmedium resuspendiert (hier erfolgt gegebenkn&ane Zellzahlung s.u.).

In jede Kulturflasche 10 ml Vollmedium vorgelegeellsuspension gleichmafig auf
Zellkulturflaschen aufteilen. Bei 37 °C, 5% ¢Qund 90% Luftfeuchtigkeit
inkubieren.

Alle drei Tage Mediumwechsel.

Die Bestimmung der Zellzahl war fur die Chemotaxpsimente von grof3er Bedeutung,

da nur unter konstanten Zellkonzentrationen vecgleare Ergebnisse eruiert werden

konnen. Die Zellzdhlung erfolgte durch das Geratsy€a 1 TT mittels

Durchflul3zytometrie.

Zur Zellzahlung bendétigte Materialien, Losungen iedien:

Casyton, Zellzahler CaSyl TT, 50 ml Falcon Zentrifugenréhrchen, je nach Bedarf

Falcor? Zellkulturflaschen T75, 5 ml und 10 ml Costar Rieespitzen, Pipettierhilfe

pipetus’-akku, 100 pl PCR-Pipettenspitzen und entsprechPiyktierhilfe.

Protokoll ,Zellzahlung*:

»

Zellen nach Protokoll trypsiniert.
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» Zur Zellzdhlung 10 ml Casyton in einem MelRbechelegen und 10Qul der gut

gemischten Zellsuspension hinzupipettieren. AneBkhd 3-mal invertieren.

» Zahlung mit Casy 1 TT. Dabei wurden folgende Einstellungen verwénde:
zahlende ZellgroRe 7,5 bis 50m, 3x400 pl Probenentnahme. Durchschnittlich
wurden 25 Zellen grof3er als fith gezahlt.

2.2.3.0steogene Differenzierung humaner multipotenter &mazellen

Die osteogene Differenzierung wurde mit dem Ostsibhdifferenzierungsmedium
durchgefuhrt [Fiedler, Réderer et al., 2002]. Zar$tellung siehe Kapitel 1.4, Seite 16.

Zur osteogenen Differenzierung benotigte Matenmllgdsungen und Medien:

Je nach Bedarf Falcon Zellkulturflaschen T75, 10 ml Costar Pipettenspitz
Pipettierhilfe pipetus-akku, Osteoblastendifferenzierungsmedium.

Eine Uberpriifung des Differenzierungsstatus eréotgittels PCR fiir osteoblastentypische
Genexpressionsmuster (Primer siehe Tabelle 2, #&aft7. Molekularbiologische
Analysen, Seite 31).

Protokoll:

» Anstatt mit Vollmedium wurden die MSZs ohne Passagig mit Osteoblasten-
differenzierungsmedium zwei Wochen lang bei 37° & CQ und 90%
Luftfeuchtigkeit inkubiert (Brutschrank Cytoperm).

» Alle drei Tage Mediumwechsel.
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2.2.4.Magnetic Adsorband Cell Separation

Da die chemotaktischen Werte durch Subpopulatiorexfélscht werden kénnten, hier
insbesondere durch CD34 positiven Zellen, z.B. @ndothelialen Progenitorzellen,
musste eine Moglichkeit gefunden werden, diese &witierung zu minimieren oder
ganzlich auszuschalten [Hirohata et al., 2004]. digsem Grund wurden die Zellkulturen
vor der Chemotaxis mittels Magnetic Adsorband Gelbaration (MACS) separiert.

Dabei wird die Zellsuspension mit Eisen beladendd34€ AntikOrpern, sogenannten
MicroBeads, inkubiert. Durch anschlieRendes Anleg@es Magnetfeldes ist es mdglich
die CD34 positiven Zellen hochspezifisch zu setgki (siehe Abbildung 6).

ﬁ%:{
3

Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3

Abb. 6: Schematische Darstellung der MACS.
Schritt 1: Inkubation, Schritt 2: Antikbrperbindgin Schritt 3: Separation im Magnetfeld.
SP.: Subpopulation mit an MACS Microbeads (MBgeleltem Antikodrper.

Zur MACS bendtigte Materialien, Losungen und Medien
MACS CD34 Progenitor Cell Isolation Kit, PBS EDTA @M, nach Bedarf Falcon
Zellkulturflaschen, 50 ml Falcon Zentrifugenréhrchen, 10 ml und 5 ml Costar

Pipettenspitzen, Pipettierhilfe pipetuakku, 1 ml und 10Qul Pipettierhilfen und PCR-
Pipettenspitzen.
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Protokoll ,MACS-Separation®

»

Zellen nach Protokoll trypsinieren (siehe Kapitell.2Préparation der humanen
multipotenten Stromazellen, Seite 17).

Zellsuspension gut resuspendieren. Zentrifugatmin bei 1000 U/min (Zentrifuge
Biofuge 13).

Uberstand verwerfen und Pellet mit 1-10 ml PBSngeh erwarteter Zellzahl) 2mM
EDTA resuspendieren.

Zellzahlung und Zentrifugation 10 min bei 1000 Udmi

Uberstand verwerfen; Pellet mit 300PBS 2 mM EDTA und 10Qd FCR-Blocking-
Reagent resuspendieren (aktuelles Volumenu400

15 min Inkubation im Kuhlschrank (6-12 °C).

100l CD34-Hapten-Antibody hinzugeben und gut vermische

(s.0. Abbildung 6, Schritt 1)

15 min Inkubation im Kuhlschrank.

Mit 10 ml PBS 2 mM EDTA resuspendieren. ZentrifugatlO min bei 27000U/min.
Uberstand verwerfen und mit 190 Microbeads und 40l PBS 2 mM EDTA
resuspendieren.

15 min Inkubation im Kuhlschrank.

Mit 10 ml PBS 2 mM EDTA resuspendieren. ZentrifugatlO min bei 1000 U/min.
Einbringung der MACS- Saule ins Magnetfeld und @0 pul normalem PBS
vorgespult. Eluat verwerfen.

Nach Zentrifugation Uberstand verwerfen, mit 2 rokmalem PBS resuspendieren
und auf Saule auftragen. Sobald die 2 ml durchdeha sind, 3-mal mit 50Qul
normalem PBS nachspulen (s.o. Abbildung 6, ScByitt

Eluat 1: MSZ (siehe Abbildung 7).

AnschlieBend Saule aus dem Magnetfeld herausneumdnl ml normaler PBS
auftragen und mit dem beiliegenden Stempel duielSdule dricken.

Eluat 2: CD34 positive endotheliale Progenitorzeile

Bestimmung der Zellzahl beider Eluate und Vertajlanf die Kulturflaschen.
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Abb. 7: MSZ Zellkultur nach MACS bei 40facher VergréRerung.

2.2.5.Immunhistochemische Farbungen

Die Homogenitat der Zellpopulation wurde zusétzlichit immunhistochemischen

Farbungen geprift. Die Farbungen wurden mit Anpkdn gegen stammzelltypische
Oberflachenrezeptoren durchgefuhrt, fur die einpré&ssion bei MSZ nachgewiesen ist
[Fickert et al., 2004]: CD9, CD54, CD90 und CD166.

Zur immunhistologischen Farbung benétigte Mategigliosungen und Medien:

3% H,O,, Dakd’ Protein Block, Antikérper-Lésungen CD 9 und CD O@5 pg/ml,
Antikodrperlésungen CD 54 und CD 166 mit 5 pg/miptBiylated link Anti-Mouse and
Anti - Rabbit, Streptavidin — HRP, AEC und Substr&hromogen, PBS BRIJ, 12 Well
Platte Falcon, 1 ml Costar Pipettenspitzen Pipettierhilfe pigetakku.
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Protokoll,,CD-Farbung*”:

»

Durchfuhren eines Chemotaxisansatzes nach untenebiédiefem Schema
(Abbildung 8).

Aufteilung des Chemotaxis-Filters (Abbildung 8), dass von jeder Probe (PK, 10
ng/ml und NK) vier Abschnitte vorhanden sind, gisveils mit unterschiedlichen

Antikérpern inkubiert werden konnten.

PK VEGF-A NK

00® o0 00
00® 00 060
00 e o0 00
0 0@ 90 00

OO 00O
OO 0O
o
OO 0O
OO OO

Abb. 8: Schematische Darstellung der Schnittfihrung férklteraufteilung.

Schwarze Kreise stehen fiir die genutzten Wells. B®sitivkontrolle, VEGF-A Konz. 10 ng/ml,
NK: Negativkontrolle)
Die Linien stehen fiir die Schnittfiihrung bei détefaufteilung.

15 min Inkubation in 3% kD, bei Raumtemperatur (RT).

Mit Wasser spiilen, anschlieBend mit DakBrotein Block fur 15 min bei RT
inkubieren. Bei allen Schritten ist darauf zu adhtdass sich der Filter mit der
Zellseite nach unten zeigend in der Flussigkdindet.

Inkubation mit CD 9 AK und CD 90 AK mit einer Konzeation von je 0,05 pg/ml.
Inkubation mit CD 54 AK und CD 166 AK mit einer Kpentration von je 5 pg/ml
(Abbildung 9) in einer feuchten Kammer fir 18 hKihlschrank inkubieren.
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CD9 |CD54|CD 90 |CD 166
PK PK PK PK

CD9 |CD 54 |CD 90 |CD 166
VEGF-A|VEGF-A|VEGF-A|VEGF-A

CD9 |CD 54 |CD 90 |CD 166

NK NK NK NK

Abb. 9: Schematische Darstellung der 12-Well Platte mit Wersuchsanordnung, wie sie zur Inkubation
verwendet wird. (PK: Positivkontrolle, VEGF-A Koi® ng/ml, NK: Negativkontrolle).

» Abwaschen der Antikérper mit PBS und 10 min beiiRPBS Brij inkubieren.

» PBS Brij abpipettieren und Filterabschnitte mit tBiglated link Anti-Mouse and
Anti - Rabbit fir 30 min bei RT inkubieren.

» 2x mit PBS spulen und 10 min bei RT in PBS Brijubieren. PBS Brij abpipettieren
und 30 min bei RT mit Streptavidin — HRP inkubrere

» 2x mit PBS sptilen und 10 min bei RT in PBS Brijubleren. PBS Brij abpipettieren
und 20 min bei RT mit AEC und Substrate—Chromagg&nbieren.

» 2x mit Aqua dest. spulen, 10 min Gegenfarbung méamidlaun, anschliel3end in
Leistungswasser spulen.

» Filterabschnitte auf Objekttrager Uberfihren unt@elatine fixieren.
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2.2.6.Chemotaxis

Bei diesen Versuchen wurde die gerichtete Zellnigmaentlang eines Konzentrations-
gradienten untersucht. Um dieses Vorhaben zu meas verwendete man eine
Chemotaxiskammer der Firma Neuro Probe Inc., Galbuweg, MD USA (Abbildung 10).

Abb. 1048 Well Chemotaxiskammer der Firma Neuro Probe. Inc.

Die 48 Well Micro Chemotaxiskammer setzt sich amsgesamt vier Elementen
zusammen: Oberplatte, Silikondichtung, Filter undd@nplatte (siehe Abbildung 11).
Wahrend sich in der Bodenplatte 48 kleine Vertigem (Wells) befinden, enthélt die
Oberplatte 48 vollstandige Durchbohrungen, korradmrend zu den 48 Wells der
Bodenplatte. Zwischen diesen beiden Acrylplattemikad im Sandwich-Verfahren sowohl
ein Nuclepore Polyester Filter mit einer PorengréRe vopns (Whatman Inc., Clifton, NJ

USA) als auch eine Silikondichtung, mit ebenfall8 Kochern, zu liegen. Bei der
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zusammengesetzten Kammer entstehen so aus derent@mnten Durchbohrungen der

Oberplatte Wells zum Einbringen der Zellsuspension.

Durchbohrung mit

Zellsuspension ¢ »
Zellen \ ‘ ([ o Oberplatte
Silikondichtung

Well mit
Chemoatraktans

Bodenplatte

Abb. 11:Schematischer Aufbau der Chemotaxiskammer

Als Positivkontrolle diente konditioniertes Osteamdtenmedium, fur die Negativkontrolle
wurde Leermedium (DMEM) verwendet. Um eine genauarssage uber die Anzahl der
gewanderten Zellen zu machen, wurde fur jede enmagblbe Substanz eine 4fache
Bestimmung vorgenommen. Mit den hieraus ermitteliitelwerten war es moglich, den

Chemotactic Index (CI) zu berechnen.

Mittelwert der in den Testwells gewanderten Zellen
Mittelwert der in der Negativkontrolle gewanderten Zellen

Durchschnittlich wanderten in der Negativkontrolta. 20 bis 40 Zellen, in der
Positivkontrolle tber 500 Zellen. Bei jedem durdiipeten Chemotaxisansatz waren 20
Wells in Verwendung. Um eine Kontamination mit argte Faktorenkonzentrationen zu

vermeiden, wurde jeweils eine Spalte freigelassehé Abbildung 12).
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Positiv- VEGF VEGF VEGF Negativ-
kontrolle 10 ng/ml 1 ng/mi 0,1 ng/ml kontrolle
Positiv- VEGF VEGF VEGF Negativ-
kontrolle 10 ng/ml 1 ng/mi 0,1 ng/ml kontrolle
Positiv- VEGF VEGF VEGF Negativ-
kontrolle 10 ng/ml 1 ng/ml 0,1 ng/ml kontrolle
Positiv- VEGF VEGF VEGF Negativ-
kontrolle 10 ng/ml 1 ng/ml 0,1 ng/ml kontrolle

Abb. 12Pipettierschema fir die Bodenplatte. Ein Quadraspricht einem Well.
Positivkontrolle  (konditioniertes Osteoblastennued), VEGF (VEGF-A mit jeweiliger
Konzentration), Negativkontrolle (DMEM).

2.1.6.1. Versuchsablauf eines Chemotaxisansatzes

Fur einen Chemotaxisansatz benotigte Materiali@subgen und Medien:

Voll- und Leermedium (DMEM), jeweils auf 37°C im \&&erbad aufgewarmt,
Wachstumsfaktor VEGF-A (10 ng/ml, 1 ng/ml und 0g/ml), Positivkontrolle (SaOS-
Uberstand), Negativkontrolle Leermedium, Chemotetismer, Nuclepofe Polyester
Filter (5 pm PorengroRBe), Casyton, Zellzdhler €asy TT, 50 ml Falcon
Zentrifugenréhrchen, Falcon Zellkulturflaschen T75, 5 ml und 10 ml Costar
Pipettenspitzen, Pipettierhilfe pipetuakku, 1000 pl, 100 pl PCR-Pipettenspitzen und
entsprechende Pipettierhilfe.

Zur anschlielenden Filterfarbung wurde Formalinjs&/@uffer und Giemsa Farbel6sung

verwendet.

Protokoll ,Chemotaxis®
» Aliquots der Wachstumsfaktoren aus dem —80°C Qsfiteank auf Eis auftauen.
» Humane MSZ nach Protokoll trypsinieren.

» Zellen in 4 ml Vollmedium aufnehmen.

27



‘ MATERIAL UND METHODIK

Zellsuspension gut mischen. Zentrifugation 10 me&i BOO0 U/min (Zentrifuge
Biofuge 13).

Uberstand verwerfen und Pellet mit 2 ml Leermed{@®EM) gut resuspendieren.
Zellzahlung, dann Einstellung der Zellkonzentratrait Hilfe von Leermedium auf
2 x 10 Zellen/ml.

Aliquot fur RNA-Isolierung abenehmen, bei 1600 Uint min lang zentrifugieren
(Zentrifuge Megafuge 1.0), mit 606 pl Lysispuff@Q0 pl RLT-Puffer und 6 pl
Mercaptoethanol, versetzen und, falls nicht umgdhedie RNA-Isolierung
durchgefuhrt wurde, bei —20°C eingefroren. Weitéegarbeitung dieser Probe siehe
Kapitel 2.8. RNA-Isolierung mit DNase-Verdau.

Platzierung der Bodenplatte, so dass das Handeltezelinks oben zu liegen kommt.
Die Bodenplatte der Chemotaxiskammer pro Well 28 der Positivkontrolle
bzw. der Wachstumsfaktoren fillen. Eine gute Kkifiéche der pipettierten
Volumina mit dem spater aufliegenden Filter erhditan, indem beim
Pipettiervorgang besonders darauf geachtet wiaeds dsich zum einen ein leicht
positiver Konus und zum anderen keine Luftblaséteb.

Seitenmarkierung des Filters durch Abschneiderr &nke.

Um eine moglichst genaue Platzierung des Nuclépdrelyester Filters (5 pum
PorengrofRe) zu erzielen, mit der glanzenden Swtsh unten, so auf die Wells
aufbringen, dass beim Auflegen zunachst Kontaktleru mittleren und dann zu den
seitlichen Wells besteht. Die abgeschnittene EldeeFilters links oben platzieren.
Silikondichtung auf Filter legen und vorsichtig haanten dricken. Ausrichtung
ebenfalls nach links oben.

Oberplatte tUber die Silikondichtung legen und jésveie zwei gegenuberliegenden
Schrauben fingerfest anziehen.

Die Durchbohrungen der Deckelplatte werden nun ldutas Zusammensetzen der
Chemotaxiskammer zu Wells, in die man jeweils 50 Zellsuspension
hineinpipettiert. Hierbei darauf achten, dass siclder Basis keine Luftblasen bilden.
Um eine Kontamination mit Wachstumsfaktoren bzver dPositivkontrolle zu
vermeiden, wird bei jedem Pipettiervorgang dieeRgnspitze gewechselt.

Inkubation der Chemotaxiskammer fur 4 Stunden B& G, 5% CQ und 90%
Luftfeuchtigkeit (Brutschrank Cytoperm).
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Nach 4 Stunden Inkubation erfolgt die Weiterverdtrg des Filters.

Die Schrauben losen und die Kammer umstilpen, s dhe Filterseite mit
den gewanderten Zellen nun nach oben zeigt. Intevegi Protokoll wird diese Seite
.Zellseite” genannt.

Filter mit Klammern fassen, mit nach oben zeigendeliseite die Filterunterseite
mit PBS benetzen und Uber eine Gummilippe streiferesen Vorgang 3-mal
wiederholen. Zwischen den mechanischen Reinigwrgéwngen jeweils Sauberung
der Gummilippe.

3 min Fixation des Filters in Formalin.

Eintauchen in Weise Puffer.

20 min Farbung in Giemsa Lésung.

Eintauchen in Weise Puffer.

Filter mit der ,Zellseite” nach oben zeigend aufjéiitrager trocknen lassen.
Zurechtschneiden des Filters, Immersionsol auftragel Deckglas auflegen.
Einlegen und Spulung der Kammerteile in Aqua dest..

Mit Hilfe einer Schablone, die den Offnungen dercke- bzw. Bodenplatte
entspricht, jedes Well mit dem Mikroskop auszahlen

Rechnerische Ermittlung des Chemotactic Index.

2.1.6.2. Reiniqung der Chemotaxiskammer

Proteine und verwendete Wachstumsfaktoren kénnem wr allem in den Wells der
Bodenplatte anlagern. Infolgedessen wurde die Kanregelmaliig mit Terg-A-Zynig
(Alconox Inc., New York, NY USA) nach folgendem Rokoll gereinigt.

Zur Reinigung der Chemotaxiskammer bendtigte Malien, Losungen und Medien:

Terg-A-Zymé™, Aqua dest., Wasserbad.

Protokoll ,Reinigung der Chemotaxiskammer*

4,5 g von Terg-A-Zym@&' mit Aqua dest. auf ein Volumen von 500 ml einstell
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» Losungim Wasserbad auf 60° C erhitzen.

» Kammer einlegen und fur 2 h bei 60° C inkubieren.

2.1.7. Molekularbiologische Analysen

Die Charakterisierung der MSZ Zellkultur erfolgteurch den Nachweis einer
Amplifikation spezifischer Oberflachenrezeptoremerfiir fanden Primer fir CD9, CD44,
CD90 und CD166 Verwendung, von denen die ExpredssomMSZ bekannt ist [Fickert et
al., 2004].

Ebenfalls von Interesse war der Rezeptorstatus WBGF-R1 bis R3. Dieser wurde
sowohl bei MSZ als auch dOB mittels PCR Analysemigelt. Zusatzlich wurde das
Zellmaterial auf die Genexpression von Proteinés,bei der Signaltransduktion beteiligt

sind, geprift: Neuropilin-1 und -2 (Tabelle 2).

Tab. 2: Verwendete PCR Primer. Die Primer stammen von dema& MWG Biotech (Minchen,

Deutschland) und entsprechen der HPSF Quialitat.

Primer . Sequenz Produktgrol3e
Accession No. Richtung 5 3 [bp]
GAPDH Forward GAG TCC ACT GGC GTC TTC AC
NM_002046 Revers GGT GCT AAG CAG TTG GTG GT 168
VEGF-R1 Forward GGA ACA AGG CAA GAA ACC AA
NM_002019 Revers CGATGAATGCACTTT CTG GA 210
VEGF-R2 Forward ATC CCT GTG GAT CTG AAA CG
AF063658 Revers CCA AGA ACT CCATGC CCT TA 19
VEGF-R3 Forward TGA AAG CAT CTT CGA CAA GG 201
NM_002020 Revers TTC AGC ATG ATG TGG CGT AT
Neuropilin-1 | Forward GGT GGATGAATG TGATGA CG 215
XM_005798 Revers GCA CGT GAT TGT CAT GTT CC
Neuropilin-2 Forward CAT CAG GTT CACCTCCGACT 230
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XM_002670 Revers GCT CCA GGT CAAAGATCA GG
CD9 Forward TCCGATTCGACTCTCAGACC
NM_001769.2 Revers GGCGAATATCACCAAGAGGA 200
CD44 Forward AGACGAAGACAGTCCCTGGAT
NM_000610| Revers TGATCAGCCATTCTGGAATTT 200
CD90 Forward GACCCGTGAGACAAAGAAGC
NM_006288.2 Revers ACTGTGACGTTCTGGGAGGA 204
CD166 Forward CGATGGCTCCCCAGTATTTAT
NM_001627.2 Revers ATTGTAGGTGCCTCAAACACG 198
AP Forward ACCTCGTTGACACCTGGAAG 189
NM_000478.2| Revers CCACCATCTCGGAGAGTGAC
oC Forward GGCAGCGAGGTAGTGAAGAG 104
NM_199173.2| Revers AGCAGAGCGACACCCTAGAC
18sRNA Forward | CGCAGCTAGGAATAATGGAATAGG 65
X03205.1 Revers CATGGCCTCAGTTCCGAAA

Bis zur Fertigstellung der PCR-Analysen sind meh#@wrischenschritte notig.

Die kultivierten Zellen, besonders MSZ, weisen bei hoher Zellkonfluenz osteogene
Differenzierungstendenzen auf, d.h. bei hoherenlpZstagen konnten mittels PCR
Differenzierungsmerkmale festgestellt werden. UssdiFehlerquelle zu umgehen erfolgte
direkt bei Ausfihrung der Chemotaxisexperimente e eiRrobenentnahme. Nach
entsprechender Probenaufarbeitung (siehe Protok@hemotaxis”, Kapitel 2.6.
Chemotaxis) folgt die RNA-Isolierung mit anschlie@er cDNA-Synthese (siehe
folgender Abschnitt). Mit der gewonnenen cDNA kamm eine PCR oder quantitative
RT-PCR durchgefihrt werden.
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2.1.7.1. RNA-Isolierung mit DNase-Verdau

Zur RNA-Isolierung bendtigte Materialien, Losungerd Medien:
Rneasy MiniKit, Mercaptoethanol, DEPC-Wasser, 1000100 pl und 20 pl Pipetten mit
entsprechenden PCR Spitzen.

Protokoll ,RNA-Isolation®:

»

Eingefrorene, mit 600 pl RLT-Puffer und 6 pl Mertagihanol versetzte,

Zellsuspension auftauen.

Zum Homogenisieren der Probe Lysat auf eine QlAstee Saule auftragen und 2
min bei 13000 RPM zentrifugieren (Zentrifuge Alldg 64R).

70% Ethanol mit DEPC-Wasser frisch ansetzen, da l&egerer Lagerung der

Ethanol-Gehalt durch Verdunstung sinkt. 600 pl kBomogenisiertem Lysat

hinzugeben und vorsichtig resuspendieren.

2-mal 600 pl Probe auf RNeasy mini spin-Saule agén und 15 sec bei 13000
RPM zentrifugieren. Zentrifugationsprodukt jedebueawerfen.

350 pl Puffer RW1 auf die RNeasy-Saule pipettiened 15 sec bei 13000 RPM
zentrifugiert. Zentrifugationsprodukt erneut verige.

Fiur jeden Ansatz 10,5 pl der RNase-freien DNasey®iésung mit 73,5 pl Puffer

RDD vorsichtig mischen (auf keinen Fall vortexedlivor lyophiliserte RNase-freie

DNase | in 550 pl des mitgelieferten RNase-freWassers vorsichtig I6sen und
sorgféltig resuspendieren.

Jeweils 80 pl des DNase-Inkubationsmixes vorsicatifjdie Membran der RNeasy-
Saulchen pipettieren und 15 min bei Raumtempenakuibieren.

350ul Puffer RW1 auf die RNeasy-Saule pipettierad 45 sec bei 13000 RPM
zentrifugieren.

RNEasy-Saulchen in neues 2 ml Sammeltube tberfiib@h pl Puffer RPE in die

Saule pipettieren, 15 sec bei 13000 RPM zentefem. Zentrifugationsergebnis
entfernen.

Erneut 500 ul Puffer RPE auf die Saule geben, 2brinl3000 RPM zentrifugieren

und Durchbruch méglichst vollstéandig entfernen.

1 min bei 13000 RPM zentrifugieren.
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» RNeasy-Saulchen in 1,5 ml Sammeltube tberfiihrenElution der RNA 30 ul des
mitgelieferten RNase-freien Wassers direkt auf Membran der RNeasy-Saulchen
pipettieren und 1 min bei 13000 RPM zentrifugier&h diesem Schritt wird auf Eis
weitergearbeitet.

» Bestimmung der RNA-Ausbeute in Aliquot des Eluat$ Hilfe eines Photometers
(Ultrospec 3000). Dazu 65 pul DEPC-Wasser mit 5RNase-freiem Wasser als
Nullabgleich verwenden. AnschlieBend 65 pl DEPCs¥é¢a mit 5 pl Eluat fur die
Messung benutzen.

» RNA-L6sung gegebenenfalls bei —20 °C einfrieren.

2.1.7.2. Reverse Transkription mit Omniscript RT

Zur reversen Transkription benétigte Materialieisingen und Medien:
Omniscript RT, Protector RNase-Inhibitor, 100 pdutD pl Pipetten mit entsprechenden
PCR Spitzen, sterile PCR Reaktionscaps.

Protokoll,,cDNA-Synthese!

» Primer-Lésungen, 10X RT-Puffer, dNTP-Mix und RNdisses Wasser bei
Raumtemperatur auftauen, alles auf Eis stellen.

» Die nachfolgende Vorschrift setzt veranderte Komationen der verwendeten
Primer ein: Oligo-dT-Pimer 20 uM

Random-Hexamer-Primer 0,1 mM

Um pipettierbare Volumina zu erhalten, ist es gegenfalls notwendig den RNase-
Inhibitor mit 1X RT-Puffer zu verdinnen. Samtlichéerdiinnungen erfolgen
entsprechend Tabelle 3.
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Tab. 3: Verdunnung der bendtigten Reagenzien.

Reagenzien Verdinnung Neue Konzentration

Oligo-dT-Primer (160 uM) Ein Teil Primer und 7 TeikOuM

RNase-freies Wasser

Random-Hexamer (1 mM) Ein Teil Primer und 9 Tedlgl mM

RNase-freies Wasser

10X RT-Puffer Ein Teil 10fach RT-Puffer und ®fach

Teile RNase-freies Wasser

RNase-Inhibitor (50 units/ul) | Ein Teil RNase-Inhdyi 4 Teile| 10 units/ul
1fach RT-Puffer

» RNA-L6sung mit RNase-freiem Wasser auf ein Gesahatwen von 12 pl auffillen,
so dass eine maximale RNA-Konzentration von 2 jigingehalten wird.

» Vorbereitung des Master-Mixes (siehe Tabelle 4ygfadtig vortexen. Bei paralleler
Durchfuhrung mehrerer Reaktionen wird, um Pipaitigenauigkeiten auszugleichen,
10 % vom eigentlich bendtigten Volumen mehr ang¢éseUm eine frihzeitige
Reaktion zu vermeiden, Omniscript RT erst kurz ¥agabe des Master Mixes in

denaturierte RNA-LOsung in Master Mix geben.

Tab. 4: Volumina der Reagenzien, die fir einen Reaktiores&arsendtigt wird.

Reagenzien Menge in pl
10X RT-Puffer 2
dNTP-Mix (5 mM each) 2
Oligo-dT-Primer (20 uM) 1
Random-Hexamer (0,1 mM) 1
RNase-Inhibitor (10 units/ul) 1
Omniscript RT (4 units/pl) 1

» Zur Denaturierung 5 min bei 65 °C inkubieren, afis@end sofort auf Eis

tberfuhren.
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» Je 8 pl des Master Mixes zur denaturierten RNAtfgren (Gesamtvolumen dann 20
ul), sorgfaltig mischen. Bei Bedarf kurz abzenigiteren.

» Reaktionsablauf im Robocyclephne beheizten Deckel starten:
60 min bei 37 °C inkubieren
60 min bei 42 °C inkubieren

» cDNA mit 80 ul sterilem Wasser verdinnen und bél 2@ einfrieren.

2.1.7.3. PCR mit HotStarTag Master Mix

Zur PCR bendtigte Materialien, Losungen und Medien:
HotStarTaq Master Mix Kit, 2,5 ul Etidiumbromid,glSeaKer LE agarose, 50 ml TBE
Puffer 1x, 100 pl, 20 pl und 10 pl Pipetten mitspnéchenden PCR Spitzen, sterile PCR

Reaktionscaps.

Protokoll ,PCR" :

» Die Probe, die man bei der reversen Transkriptidmle wird nach folgendem
Schema weiterverarbeitet.

» Alle Reagenzien auf Eis auftauen und vor Gebrawctexen (Vortex-Geniée).

» Herstellung der Stammlosung mit HotStarTag Masteix Mind Aqua dest.
(Mengenangaben siehe Tabelle 5). Um Pipettierumggheiten auszugleichen,

wird 10 % vom eigentlich bendtigten Volumen mehgesetzt.

Tab. 5: Menge an Reagenzien, die fiir einen Reaktionsabsatitigt wird.

Reagenzien Menge in pl
HotStarTagq Master Mix 10
RNase-freies Wasser 6
Primer Mix 2
Probe 2
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» Jeweils Probe und Primer Mix (bestehend aus 10oph&rd Primer, 10 pl Reverse
Primer und 80 pul steriles Aqua dest.) in PCR-Reakgefal3 geben.

» Pro Reaktionsgefal? 16 pl Stammlésung hinzupipettier

» Zentrifugation 1 min bei 1000 U/min.

» Proben in PCR-Gerat (RobocycleGradient 96) platzieren und Gerét starten. Es
werden zwei unterschiedliche Programme verwerdetfur die VEGF Rezeptoren
in Vorversuchen eine niedrige Genexpression naeiegen wurde, nutzt man bei den
PCR-Ansatzen mit VEGF-R1, -R2 und -R3 Primern Ringramm mit 40 Zyklen:
Inkubation der Proben fiir 14 min bei 96 °C, geffeign 40 Zyklen mit jeweils 1 min
bei 94 °C, 45 s bei 60 °C und 1 min bei 72 °C. 8&n anderen Primern wird ein
PCR-Programm mit 32 Zyklen verwendet.

» Zu jeder Probe 5 ul Bromphenolblau hinzugeben widegsuspendieren.

» 2%iges Agarosegel herstellen: 1 g SeaKdr agarose in 50 ml TBE Puffer unter
Erhitzen auflosen. Anschliel3end unter Rihren 2 Btidiumbromid hinzugeben und
in Gelkammer erkalten lassen.

» Pro Geltasche jeweils 10 pl Probe auftragen.

» Gelelektrophorese mit Agarosegel 30 min bei 12W einer Stromstarke von
20 mA (Stromnetzteil Standard Power Pack P25).

» Gel dokumentieren mit ImageMasterVDS (Pharmacia Biotech, Freiburg,

Deutschland).

2.1.8. Quantitative PCR mit TagMan

Die quantitative PCR wurde, mit der Zielsetzung gahluss tGber den Zusammenhang
zwischen der VEGF-R1 bis —R3 Expression und der Nd8#renzierung zu erlangen,
durchgefuhrt. Fir die verschiedenen Differenzieagngde setzte man drei
unterschiedliche Zellpopulationen ein: MSZ, dOB uDB. Die Quantifizierung erfolgte

fur jeden Rezeptor anhand von 3fach Bestimmungen.
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Zur quantitativen PCR bendtigte Materialien, Losemgnd Medien:
Brilliant” SYBR® Green QPCR MM, TagMan7000, TagMan 96 Well Platte, steriles
Aqua dest., 1000 pl, 100 pul, 20 pl und 10 ul Pegrethit entsprechenden PCR Spitzen.

Protokoll ,quantitative RT-PCR?
» Zuerst erfolgt die Einstellung der korrekten Prirew. cDNA-Konzentrationen:
o Primer: Sowohl die Forward- als auch die Reversprinsind in einer
Stammlésung mit einer Konz. von 100 pmol vorhandeserfolgt die
Einstellung auf eine Konzentration von 20 pmol.
o cDNA: Die Verdiunnung wird, wie bereits in Abschni&.4. b) Reverse
Transkription mit Omniscript beschrieben, Tabells Seite 35,
angesetzt.

» Zudem sind Forward- und Reversprimer-Mischungewantlig (siehe Tabelle 6).

Tab. 6: VEGF Rezeptor Primer-Mix basierend auf einer Korom jeweils 20 pmol fur 25 Anséatze. VEGF

= Vascular Endothelial Growth Factor.

Antel Forward [ul] | Revers [ul] verhaltnis H20 [ul]
Primer Forward/Revers
VEGF-R1 7,5 7,5 1 52,5
VEGF-R2 22,5 7,5 3 37,5
VEGF-R3 22,5 7,5 3 37,5

» Herstellung des Mastermix fur 13 Ansatze:
0 52 pul cDNA
o 162,5 pl SYBR Green
o 75,4 ulHO

» Die Ansatze werden entsprechend Abbildung 13 pgretivobei die 18s RNA Probe
als Abgleichsprobe zur Quantifizierung verwendetdw Fur jedes Well werden
folgende Reagenzien verwendet:
0 4 pl cDNA
o 12,5 ul SYBR Green
o 58ulRHO
o 2,7 pl Primer-Mix

Mastermix
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Well 2 5 8 10 11 12
A 18s RNA VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3
B 18s RNA VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3
C 18s RNA VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3
D 18s RNA VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3
E 18s RNA VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3
F 18s RNA VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3
G 18s RNA VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3
H 18s RNA VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3

Abb. 13Pipettierschema fiir eine TaqMa@6 Wellplatte. Fiir jeden Ansatz wurde eine Triglettrwendet.

» Als Housekeeping Gene 18s RNA verwenden.

» TagMar? Programm auf 40 Zyklen mit jeweils 15 s bei 95%@i W min bei 60°C
einstellen.

» Speichern und Auswertung der Daten.

» Ergebnisse mit relative quantification methoaNACT) mittels ABI Prism 7000
Sequence Detection System V1.1 auswerten.

» Die AACT der Amplifikate zur Genexpression in primarergdblasten normieren.

3. Statistik

Zur Auswertung der Daten wurden die Mittelwerte udig Standardabweichungen
berechnet. Zur Signifikanztestung wurde der StudentTest eingesetzt. Das
Signifikanzniveau wurde fur p < 0,05 definiert.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Zelltypisierung und Zellcharakterisierung

3.1.1.Humane multipotente Stromazellen

Um nachzuweisen, dass es sich bei den Versuchszette multipotente Stromazellen
(MSZ) handelt und um sicher zu gehen, dass keinderan Zellsubpopulation die
chemotataktische Stimulation beeinflusst, wurdeterschiedliche Verfahren angewandt.
Aufgrund von FACS Analysen mit MSZ spezifischen @laehenmarkern konnte bei den
verwendeten Zellen von einer 90-95% homologen Rajoml ausgegangen werden
[Fickert et al., 2004].
Zuséatzlich wurden die MSZ mittels weiterer Methodauf ihren Stammzellcharakter
geprift: Magnetic Adsorband Cell Separation (MACEB)munhistologische Féarbungen
und molekularbiologische Analysen.
Um einen chemotaktischen Einfluss von endothelidkeagenitorzell-Subpopulationen
auszuschlieBen, wurde zunachst eine Magnetic AdadriCell Separation (MACS) mit
Anti CD34 Antikorpern durchgefihrt [Hirohata et &004]. Durchschnittlich wurde ca.
1% der Gesamtzellzahl als CD34 positiv detektiBres spricht fir eine bereits vor der
MACS- Separation sehr homogene MSZ Kultur.
Nach erfolgter Separation wurden sowohl die CD3atigen als auch die CD34 positiven
Zellen zusatzlich mittels immunhistochemischen Eagen auf Stammzell-typische
Oberflachenmarker gepruft. Bei allen verwendetener@ichenmarkern ist eine
Expression bei MSZ nachgewiesen [Fickert et alQ420Die Farbungen wurden mit
Antikorpern gegen folgende Oberflachenrezeptoreshjefihrt: CD9, CD54, CD90 und
CD166.
Die mittels MACS separierten CD3gositiven Zellen zeigen in der durchgefuhrten
immunbhistologischen Farbung nachfolgenden Ober#lé&ntarkerstatus:

* CDB9 positiv

e CD90 positiv
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* CD166 negativ
Zur Charakterisierung der CD3%egativenMSZ wurde ebenfalls eine Immunfarbung mit
den o0.g. Oberflachenrezeptoren durchgefuhrt. Hiexirde, wie bereits in Kapitel A 2.6.
Chemotaxis Seite 26 beschrieben, ein Chemotaxisamed 16 Wells VEGF-A [10
ng/ml], 4 Wells Positivkontrolle und 4 Wells Negdtontrolle vorgenommen. Der Filter
wurde gemalf3 Protokoll gefarbt.
Dabei lieRen sich sowohl fur samtliche gewandegelten als auch fir jeden getesteten
Oberflachenmarker eine positive Rotfarbung nacheve(g\bbildung 14).

Y 0 oY%
Qo
PR ¥
n
C. CD90

.Y

Abb. 14:Positive immunhistologische Farbung der MSZ fur waiigerschiedlichen Oberfachenmarkern bei
jeweils 40 facher VergréRerung.
A. CD9 positive MSZs, B. CD54 positive MSZs, COCPositive MSZs und D. CD166 positive
MSZs
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Aufgrund der durchweg positiven imunhistochemiscAaistestung fur Stamzell-typische
Oberflachenrezeptoren, kann davon ausgegangen nyerdass es sich bei der
Zellpopulation um multipotente Stromazellen handelt

Bei der molekularbiologischen Untersuchung wurdeemeden oben bereits erwdhnten
Oberflachenrezeptoren zuséatzlich die Genexpressnderschiedlicher Proteine ermittelt.
Dabei erfolgte die Uberpriifung der MSZ und osteodjéfierenzierter MSZ (dOB) sowohl
auf die Expression von VEGF Rezeptoren (VEGF-R12 4d —R3) als auch die
Genexpression von Proteinen, die mit VEGF Rezeptoeragieren: Neuropilin 1 und 2.
Zur Prufung des Differenzierungsgrades wurden thaliache Phosphatase (ALP) und
Osteokalcin (OC) bestimmt. Dabei war die Expression alkalischer Phosphatase und
OC bei MSZs nicht oder kaum nachweisbar.

Das dargestellte Genexpressionsmuster spiegelidsicallen in den Chemotaxisansatzen
verwendeten MSZ wieder (Abbildung 15). Neben denG¥ERezeptoren wies hierbei
lediglich die Expression von Osteokalcin und derPASchwankungen auf. Auf den
Rezeptorstatus wird in Kapitel 3. VEGF Rezeptoregpion bei MSZ und dOB, Seite 48,

naher eingegangen.

Abb. 15:Genexpression bei multipotenten Stromazellen (MSZ).
Zur Amplifikation von Vascular Endothelial Growkactor (VEGF) — Receptor 1, -R2 und -R3
wurden 40 Zyklen durchgefiihrt (1 min bei 94 °G s4ei 60 °C, 1 min bei 72 °C).
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Die Genexpression der osteogen differenzierten Ni82B) wurde anhand der gleichen
Primer ermittelt, wie sie zuvor fur die MSZ Chamexsierung verwendet wurden. Die
Versuche zeigten bei allen PCR Ansatzen mit dOBvengleichbares Expressionsmuster
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(siehe Abbildung 16). Im Vergleich zum Expressionstar der MSZ zeigten sich
Unterschiede bzgl. der Amplifikation von ALP, Odtatrin, VEGF-R1, -R2 und —R3.
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Abb. 16:Genexpression bei differenzierten Osteoblasten JdOB
Zur Amplifikation von Vascular Endothelial Growkactor (VEGF) — Receptor 1, -R2 und -R3
wurden 40 Zyklen durchgefihrt (1 min bei 94 °G sdei 60 °C, 1 min bei 72 °C).

Ein Genexpressionsmuster, vergleichbar mit demogste differenzierter Osteoblasten,
lies sich fur CD34 positiven Zellen nachweisen. rHigeigten sich insbesondere
Unterschiede fir die Expression der VEGF Rezept(siete Abbildung 17).
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Abb. 17:Genexpression bei CD34 positiven Zellen (Clustddifférentiation).
Zur Amplifikation von Vascular Endothelial Growkactor (VEGF) — Receptor 1, -R2 und -R3
wurden 40 Zyklen durchgefiihrt (1 min bei 94 °G s4ei 60 °C, 1 min bei 72 °C).
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3.2. Chemotaxis

3.2.1.Chemotaxis bei VEGF-A stimulierten MSZ

Bei den Chemotaxisanséatzen mit der Stimulation M@Z mit VEGF-A zeigte sich, dass
die Progenitorzellen einer dosisabhéngigen Migratinterlagen. Dementsprechend wurde
bei steigenden VEGF-A Konzentrationen korrespomrdidrnohere ClI Werte beobachtet.
Im Durchschnitt wurden 20 Zellen in der Negativkoiie und mehr als 500 Zellen in der

Positivkontrolle detektiert.

Bei Stimulation durch VEGF-A stellte sich eine Magon von ca. 40 Zellen ein. Bei einer
Konzentration von 0,1 ng/ml wurde nur eine gerirfgémulation der Zellmigration
beobachtet. Aufgrund der Streuung kann daher emokaktischer Effekt bei der geringen
Konzentration ausgeschlossen werden.

Bei einer Konzentration von 10 ng/ml wurde ein maalier chemotaktischer Index (CI)
von 2,7 (x1,08) erfasst (Abbildung 18). Dieser Wesgt im Rahmen bereits bekannten
Daten bei primaren humanen Osteoblasten [Mayr-Vdbonifet al., 2002]. Bei Betrachtung
der absolut gewanderten Zellzahl zeigte sich wieAlbildung 19 ersichtlich beim
Student’s t-Test eine Signifikanz fur samtliche Kentrationen bei Testung gegen die

Negativkontrolle, wobei ein Signifikanzniveau vorQp05 angesetzt wurde.
Eine Checkerboard-Analyse bzgl. VEGF-A und MSZ wveutzbreits im Zusammenhang

einer anderen Veroffentlichung durchgefuhrt [Fiedleal., 2005]. Dabei zeigte sich eine

zum Gradienten gerichtete Zellwanderung.
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Abb. 18Dosisabhangige Zellwanderung von multipotenten rBazellen (MSZ) beziglich Vascular
Endothelial Growth Factor A. Dargestellt ist die &hotaxis von 8 Versuchen, wobei die Mittelwerte dird
Standardabweichung (Fehlerbalken) abgebildet sié. Signifikanz wurde berechnet nach “studentischer
T-Test": Signifikanz fir 0,1 ng/ml vs. 10 ng/mipt<€0,05).
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Abb. 19Dosisabhéngige Zellwanderung von multipotenten rBazellen (MSZ) beziglich Vascular

Endothelial Growth Factor A. Dargestellt ist die €&hotaxis von 8 Versuchen, wobei die Mittelwerte died
Standardabweichung abgebildet sind. Fehlerbalkensprachen dem Durchschnittswert + Standard

Deviation.
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3.2.2.Chemotaxis bei PIGE-1 stimulierten MSZ

Ein weiterer bekannter Faktor fir Chemotaxis inafusenhang mit VEGF-Rezeptoren ist

PIGF. Da fur VEGF-A eine Bindung sowohl an VEGF-RIk auch an VEGF-R2
nachgewiesen ist, und im Gegensatz dazu PIGF digddath mit VEGF-RL1 interagiert
[Shibuya, 2001], ist es mdglich den fur die Chemistdei MSZ verantwortlichen VEGF-

Rezeptor zu identifizieren.

In den folgenden Experimenten wurde Uberpruft, i@sel Zusammenhang auch fir MSZ

gilt. Zudem sollten die Versuchsansatze Aufschiasiber geben, welcher Rezeptor bzw.

Rezeptoren an der Chemotaxis bei MSZ beteiligt ist.

In einer Checkerboardanalyse konnte flr positiv@ 2?1 Konzentrationsgradienten eine

Chemotaxis nachgewiesen und somit eine Chemokaesgeschlossen werden.

Die Anzahl der gewanderten Zellen (MSZ) bei einém8lation mit PIGF betrug im

Durchschnitt 70 Zellen.
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Abb. 20Dosisabhangige Zellwanderung von multipotenten rBazellen (MSZ) bzgl. Placenta Growth
Factor — 1 (PIGF-1). Dargestellt ist die Chemotaxbn zwei Versuchen.
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In Anlehnung bereits veroffentlichter Daten wurdéir die Experimente mit PIGF
Konzentrationen von 10 ng/ml, 30 ng/ml und 100 rg/werwendet. Bei den
Chemotaxisansatzen mit PIGF-1 konnte ebenfalls,imi@bbildung 20 ersichtlich, eine
dosisabhangige Zellmigration beobachtet werdenig&de PIGF-1 Konzentrationen
fuhrten zu abnehmenden CIl-Werten. Bei zwei Chenmsdasatzen wurde fur die

Konzentration von 10 ng/ml PIGF-1 ein Cl von 5,3,@3) ermittelt.

3.2.3.Chemotaxis bei VEGFE-A stimulierten CD34 positiverlien

Bei den CD34 positiven Zellen konnte es sich ewdhtwm eine endotheliale
Subpopulation handeln. Um dies nachzuweisen wureleem molekularbiologischen
Methoden ein Chemotaxisansatz durchgefihrt.

Was die CD34 positiven Zellen anbelangt, wurde inergleich zu den o. g.
Chemotaxisansatzen der MSZ eine &hnliche KonzemisaCl-Abhangigkeit beobachtet,
jedoch mit geringerem Effekt auf die Zellmigratiosp dass bei einer VEGF-A

Konzentration von 10 ng/ml ein maximaler Cl von ke&timmt wurde (Abbildung 21).

Chemotaktischer Index
w

0,1 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/ml
VEGF-A Konzentrationen

Abb. 21:Dosisabhangige Zellwanderung von CD34 positivenleBel(Cluster of Differentiation) bzgl.
Vascular Endothelial Growth Factor — A (VEGF-A).afgestellt ist die Chemotaxis eines

Versuches.
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3.2.4.Chemotaxis bei VEGF-A stimulierten osteogen diffamerten

humanen multipotenten Stromazellen

Nach Abschluss der osteogenen Differenzierung egeli MSZ wurden ebenfalls
Chemotaxisversuche vorgenommen.

Die Stimulation von dOB fuhrte zu einer dosisabhgeqg Zellmigration, wobei eine
steigende VEGF-A Konzentration einen erhdhten chektischen Index bewirkte. So
korreliert der CI 1,6 (£0,47) mit einer VEGF-A Kagrtration von 10 ng/ml (Abbildung
22). Dieser Wert liegt im Rahmen bereits bekannBaten bei priméaren humanen
Osteoblasten [Mayr-Wohlfahrt et al., 2002]. Beinudnt's t-Test zeigte sich bzgl. der

absolut gewanderten Zellzahl gegen die Negativikdeteine Signifikanz fir 1 ng/ml.

N
|
——
—t—

Chemotaktischer Index

0,1 ng/ml 1 ng/ml 10 ng/mi
VEGF-A Konzentrationen

Abb. 22:Dosisabhangige Zellwanderung von osteogen difféezeien multipotenten Stromazellen (dOB)
bzgl. Vascular Endothelial Growth Factor — A (VE@J. Dargestellt ist die Chemotaxis von 4
Versuchen, wobei die Mittelwerte und die Standbvezichung abgebildet sind. Die Signifikanz
wurde berechnet nach “studentische T-Test“, wobef0,05 als signifikant erachtet wurden *.

Fehlerbalken entsprechen dem Durchschnittswei+ S
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3.3. VEGF Rezeptorexpression bei MSZ und dOB

Bislang gibt es nur wenige Daten Uber die Genesprasvon VEGF Rezeptoren (VEGF-
R1 bis —R3) bei MSZ. Um herauszufinden welche R&zep bei der Chemotaxis mit
VEGF-A eine Rolle spielen, wurde die VEGF Rezeptpression sowohl mit Hilfe

immunhistologischer Verfahren als auch molekulddgisch anhand von PCR Analysen
untersucht. Zudem erfolgte die Uberprifung der M8@d dOB hinsichtlich der

Genexpression von Proteinen, die mit VEGF Rezeptoreragieren: Neuropilin 1 und 2.
Letztlich erfolgte eine relative Quantifizierung rdeRezeptoren auf Ebene der
Genexpression sowohl bei MSZ als auch bei dOB Iitgner quantitativen Realtime
PCR mit TagMan.

3.3.1.Analysen der VEGF-Rezeptor Expression

Die Expression der VEGF Rezeptoren, Neuropilin-d w2 sind in Abbildung 23B
dargestellt. Es lieRen sich sowohl bei MSZ als cuaitdOB alle 0. g. Marker nachweisen.
Es hat den Anschein, dass die Genexpression derPMEGbDis —R3 bei den osteogen
differenzierten MSZ niedriger als bei den MSZ s{atbildung 23A).

B. § 1 2 S 1 2
dOB MSZ

Abb. 23:A. VEGF Rezeptor Expression bei multipotenten Streflen (MSZ) und osteogen differenzierten

A. S R1 R2 R3 RI1 R2 R3

dOB MSZ

MSZ (dOB). Die Differenzierung fiihrte zu einer Atame der Rezeptorexpression.

Zur Amplifikation der VEGF Rezeptoren wurden 4@I&y mit je 1 min bei 94 °C , 45 s bei 60 °C
und 1 min bei 72 °C durchgefihrt (S 100Bp Lei&t,VEGF-R1, R2 VEGF-R2, R3 VEGF-R3).

B. Nachweis einer Neuropilin Amplifikation sowamlMSZ als auch in dOB (S 100Bp Leiter, 1
Neuropilin 1, 2 Neuropilin 2).
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3.3.2.Immunhistologische Farbung mit VEGF-R1/FLT-1

Als Zellmaterial wurden MSZ verwendet, die aufgruded Stimulation durch VEGF-A bei
einem Chemotaxisansatz (VEGF-A Konzentration 10mfgburch den Filter migriert
sind. Bei der durchgefuhrten immunhistologischenrb&ég zeigt sich, dass alle
gewanderten Zellen bzgl. FLT-1 positiv sind (Abbifdy 24).

Abb. 24:FLT-1 positive multipotente Stromazelle bei 40 &cWergroRerung.

3.3.3.Quantitative PCR mittels “real time PCR” TagMan

Um herauszufinden, welche Rezeptoren bei der Cleeqasoimit VEGF-A eine Rolle
spielen, und in welchem Ausmal} sie in den verwamdetellen (MSZ und dOB)
exprimiert werden, wurde eine quantitative PCR elstTagMan durchgefuhrt.
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Die relative Quantifizierung von VEGF R1, -R2 unB3- zeigte bei multipotenten
Stromazellen (MSZ) eine 10 fach hohere Expressitan drei Rezeptoren, wahrend im
Gegensatz dazu nach einer osteogenen Differengie(d®B) die relative Menge
vergleichbar der primarer Osteoblasten war (Ablngl@s).
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Abb. 25Relative Quantifikation von VEGF-R1, -R2 und —RBh&¢ multipotenten Stromazellen (MSZ) und
osteogen differenzierten MSZ (dOB).
AACT der Amplifikate wurde zur Genexpression in prendOsteoblasten normiert. [n(MSZ)=6,
n(dOB)=5].T-Test Werte <0,01 wurden als signifikerachtet.
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4. DISKUSSION

Der chemotaktische Effekt ist sowohl fir VEGF-A asch fur PIGF-1 bereits bei
unterschiedlichen Zelltypen beschrieben. Unter esmdekonnte die Stimulation einer
Chemotaxis neben Osteosarkomzellen (SaOS-2) auchhdinane und von Ratten
stammende Osteoblasten nachgewiesen werden [Makgtfatid et al., 2002] und [Lind at
al., 1996]. Uber einen mdoglichen chemotaktischefiekEf von VEGF auf humane
multipotente Stromazellen aus dem Knochenmark (M&I€x Uber die beteiligten VEGF
Rezeptoren, die fur eine Vermittlung chemotaktiscBegnale bei MSZ verantwortlich

sind, ist die Datenlage aktuell unzureichend.
Die vorliegende Arbeit erweiterte das Wissen viemaldahingehend, dass
e bei MSZ durch Stimulation mit VEGF-A und PIGF-1 ei€hemotaxis induziert
werden kann.

+ die VEGF-R1, -R2 und -R3 Rezeptorexpression bei M$X ergleich zu primaren

undin vitro differenzierten Osteoblasten (dOB) deutlich hdker

4.1. Chemotaxis und Zellseparation

Ziel der Untersuchungen war es, neben dem chenmsxthkh Effekt von VEGF auf MSZ,
die beteiligten Rezeptoren zu identifizieren. Ureseéir Problematik gerecht zu werden,
wurde bei sdmtlichen Versuchen darauf geachtetliom&t homogene MSZ-Zellkulturen
zu verwenden. Zur Realisierung einer homogenen kdalr kamen deshalb
unterschiedliche Verfahren zum Einsatz.

Zunachst wurde eine Zellseparation mittels Dictadgntenzentrifugation durchgefuhrt
[Deans u. Mosley, 2000], gefolgt von der Direkt-platier-Methode [Friedenstein et al.,
1976], welche die selektive Adharenz der MSZs astiMoberflachen nutzt. Aufgrund von

FACS Analysen mit MSZ spezifischen Oberflachenmarkeann nach Abschluss dieser
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Verfahren von einer 90-95% homologen Populatiorgegangen werden [Fickert et al.,
2004]. Um Subpopulationen unerwiinschter Zellen,zu8e endothelialer Vorlauferzellen,
auszuselektieren, kamen neben o0.g. zusatzliche ddeth zum Einsatz:
Immunhistologische Farbungen, molekularbiologiscWerfahren und die Magnetic
Adsorband Cell Separation (MACS).

In der Literatur sind gemeinsame hamapoetische medenchymale Vorlauferzellen
beschrieben [Huang et al., 1993], welche als CD&itip, CD38 negativ und HLA DR
negativ identifiziert wurden. CD34 wird jedoch nichei ex vivo kultivierten MSZ
exprimiert [Pittenger et al., 1999]. Neben o.g. ké&an kdnnen zur Anreicherung von MSZ
auch Stro-1 Antikorper verwendet werden [Simmonal et1994]. Bezuglich Stro-1 wurde
hierbei eine Bindungsmoglichkeit fur alle Zellen sdenenschlichen Knochenmarks
nachgewiesen, die mit einer CFU-F Aktivitat assoziisind [Simmons et al., 1991a],[
Simmons et al., 1991b]. Jedoch ist im menschlickeonchenmark die Stro-1 CFU-F
Aktivitat mit einer verminderten Genexpression v@D34 einhergehend. Zusatzlich
konnte eine geringe CFU-F Aktivitat auch bei Zellenit nicht detektierbarer CD34-
Expression nachgewiesen werden. In Anbetracht digsésache handelt es bei der
alleinigen Detektion CD34 um keinen eindeutigen Marker batgr Unterscheidung
zwischen hdmatopoetischen und mesenchymalen Zelir¢Deans et al., 2000].

Mittels MACS wurden Subpopulationen unerwinschtetlen, wie z.B. endothelialer
Zellen, spezifisch selektiert und somit bei den m@bmxisansatzen als mogliche
Fehlerquelle ausgeschlossen. Durchschnittlich waedel% der Gesamtzellzahl als CD34
positiv detektiert. Dies spricht fiir eine bereity der MACS- Separation sehr homogene
MSZ Kultur.

Eine gerichtete Zellwanderung war sowohl durch VE&E&Is auch durch PIGF bei MSZ
induzierbar. Fur die Stimulation von MSZ mit VEGFwAIrde bei einer Konzentration von
0,1 ng/ml nur eine geringe Chemotaxis mit einenmv@i 1,5 (x0,36) bestimmt. In Folge
dessen kann ein chemotaktischer Effekt bei soleinger Konzentration ausgeschlossen
werden. Bei einer Konzentration von 10 ng/ml wuele maximaler chemotaktischer
Index (Cl) von 2,4 (x1,13) ermittelt.

Die Experimente mit der Kombination von PIGF und 24&gaben bei Stimulation mit 10
ng/ml einen CI von 5,3 (+4,03), wobei eine deutic®dchwankung der Cl-Werte bei einer

Fallzahl n=2 zu registrieren war.

52



DISKUSSION

Die Chemotaxisversuche mit dOB und VEGF-A fihrtem einer dosisabhéngigen
Zellmigration, hierbei korrelierte eine steigendeEGF-A Konzentration mit einem
hoheren chemotaktischen Index. So entsprach derm@l 1,6 (+0,47) bei einer
Konzentration von 10 ng/ml VEGF-A einem im Vergleimit MSZ deutlich niedrigerem
Cl-Wert.

Bzgl. der Stimulation von CD34 positiven Zellen mWEGF-A konnte keine
chemotaktische Wirkung nachgewiesen werden. Vietmiedindelte es sich bei den
ermittelten Cl-Werten um eine ungerichtete Zellwemhg, soweit dies mit einem

Versuchsansatz beurteilbar war.

Zusammenfassend stellte sich ein positiver chemietdler Effekt bzgl. MSZ zum einen
fur VEGF-A und zum anderen fur PIGF ein. VEGF-Aastmdglich mit VEGF-R1 und —
R2 zu interagieren. Demgegenuber ist PIGF ausftidiedie Interaktion mit VEGF-R1

maoglich [De Vries et al, 1992]. Um letztendlich kl&ren, ob nicht auch andere VEGF
Rezeptoren an der Vermittlung eines chemotaktiséb@nes mit involviert sind, wurden
im Rahmen einer anderen Veré6ffentlichung Untersagea mit unterschiedlichen VEGF-

Rezeptor Liganden angestellt [Fiedler et al., 2005]

Hinsichtlich der Liganden sind folgende Informagonbekannt:

* VEGF-E interagiert ausschliel3lich mit VEGF-R2,
* VEGF-C besitzt die Fahigkeit an VEGF-R2 und —R®nden [Shibuya, 2001]
« VEGF-C152S selektive Bindung an VEGF-R3 [Marronwlet2003].

Es zeigte sich, dass es weder VEGF-C noch VEGEs@der VEGF-E mdglich war, eine
Stimulation der Chemotaxis bei MSZ hervorzurufeiedlfer et al., 2005]. Aufgrund dieser
Tatsache und der oben genannten Ergebnisse karon dawsgegangen werden, dass
Chemotaxis bei humanen multipotenten Stromazellgrmamner Wahrscheinlichkeit durch
VEGF-R1 vermittelt wird.
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4.2. Genexpressionsanalyse

Bei humanen MSZ, welche von zirkulierenden hamagtipchen Zellen isoliert wurden,
zeigte sich eine Koexpression fur Osteoblastenagtaristischer Gene (ALP, OC und
Osteopontin). Diese Tatsache wird dahingehend detledass es sich bei MSZ um
unabhangige Vorlauferzellen handelt [Rickard etl96].

In Versuchen, bei denen eine Isolation mit Stro-itirpern durchgefihrt wurden,
konnten die Zellen anschlieBend ebenfalls fir Thy€D90), VCAM-1 (CD106),
CD29/CD49 (Integrinfamilie) CD10 und CD13 positivetdktiert werden. In
Zusammenschau einiger Veroffentlichungen kann heereZellkultur mit folgenden
Oberflachenmarkern mit hoher Wahrscheinlichkeit Wd8Z ausgegangen werden: CD9
positiv, CD34 negativ, CD44 positiv, CD54 posit@D90 positiv und CD166 positiv
[Pittenger et al., 1999] und [Azizi et al., 1998].

Diese Marker konnten, mit Ausnahme der immunhistatchen Farbung von CD166 bei
CD34 positiven Zellen, bei samtlichen verwendetgrerfslern nachgewiesen werden
(MSZ, dOB und CD34 negativ). Die negative immundusiemische CD166 Farbung steht
im Gegensatz zu dem PCR Ergebnis, wobei CD166 asitiyp detektiert wurde. In

Anbetracht dieser Tatsache lag mdglicherweise €&@elbestimmung im Rahmen der

immunhistochemischen Farbung vor.

Neben dem Nachweis der drei VEGF Rezeptoren, kanmteei weitere Proteine, mit
denen eine VEGF Interaktion mdglich ist, identdizi werden: Neuropilin-1 und -2.
Sowohl Neuropilin-1 (NP-1) als auch Neuropilin-2R#) werden von MSZ und dOB
exprimiert. Soker fihrte den Nachweis, dass VEGRHANP-1 und VEGF-R2 identische
Bindungsaffinitdten besitzt. Zudem bewies er, desiner gleichzeitigen Expression von
NP-1 und VEGF-R2 eine 4fach hohere Bindung von VEEGEmM Rezeptor existiert
[Soker et al., 1998]. NP-1 kann somit die biologescAktivitat von VEGF verandern.
Beim humanen fetalen Herzen ist, abgesehen von MS$BEnfalls eine gleichzeitige
Expression von NP-1 mit VEGF-R1 und —R2 im Endokard in myokardialen Kapillaren
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beschrieben. Demgegenuber wird in Koronargefal3sachalie3lich VEGF-R1 zusammen

mit NP-1 exprimiert [Partanen et al., 1999].

Bislang war nicht nur eine Stimulation der Chematagdurch VEGF-A bei primaren
Osteoblasten beschrieben sondern auch die Gensikpreson VEGF-R1 und -R2
[Deckers et al. 2000] und [Mayr-Wohlfahrt et al002]. Die Daten zur Rezeptorexpression
sind sehr unterschiedlich und zeigen deutliche Sckwngen. Neben geringer oder sehr
hoher Expressionsraten beider Rezeptoren ist ebdiesédbwesenheit einer VEGF-R2
Expression dokumentiert [Wang et al., 1996], [Desket al., 2000] und [Gerber et al.,
1999]. Mogliche Erklarungen dieser HeterogenitatdsAlterseffekte, unterschiedliche
Herkunft des Zellmaterials (Mensch oder Tier) und ért der Zellkultur (primares

Zellmaterial oder Zelllinien).

Die MSZ wiesen im Vergleich zu den priméaren Ostastan eine relativ hohe Expression
von VEGF-R1, R2 und —R3 auf. Es zeigten sich s@&hgliDaten als statistisch signifikant,
wobei Werte von p<0,01 als signifikant erachtet dewr. Im Laufe der in vitro
Differenzierung von MSZ zu dOB kann eine deutliggrediente Rezeptorexpression
beobachtet werden, analog zu derer priméarer Ostsianl. Wahrend der relativen
Quantifizierung der drei Rezeptoren mittels Tag\Msiehe Seite 38) zeigte sich bei MSZ
im Vergleich zu dOB oder primarer Osteoblasten didach hohere Rezeptorexpression.
Erstaunlicherweise ist es mdglich, VEGF-R3 auf mREBene nachzuweisen. Dieser
Rezeptor wird hauptsachlich in lymphatischem Enelogxprimiert [Garcia-Ramirez et al.,
2000], [Kaipanen et al., 1995] und [Zachary, 200b[d von zwei Liganden aktiviert:
VEGF-C und -D [Shibuya, 2001]. Untersuchungen am$éa zufolge flhrt ein Defekt am
VEGF-R3 Gen zu keiner Hemmung der Angiogenese,esongerursacht eine Stérung der
normalen GefalRentwicklung und ruft somit einen \ahrten Flissigkeitsaustritt aus den

Kapillaren hervor [Dumont et al., 1998].

Die  biologischen  Funktionen von VEGF werden  durch pezs#ische
Tyrosinkinaserezeptoren Ubermittelt: VEGF-R1 undGH=R2 [De Vries et al., 1992],
[Terman et al., 1992]. Die wichtigsten Aufgabengvdellwanderung, Proliferation und

Angiogenese, werden bei Gefallendothel hauptsécheh VEGF-R2 Ubernommen.
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[Meyer et al., 1999], [Waltenberger et al., 19964 JRousseau et al., 2000]. Zur Induktion
dieser Effekte ist z.B. bei GefaRendothel die Skathon mit VEGF-E, einem Liganden,
welcher ausschlieBlich an VEGF-R2 bindet, ausreidhgMeyer et al. 1999]. Im
Gegensatz dazu, werden die wichtigsten biologisdbiekte, unter anderem auch die
Chemotaxis, bei humanen Monozyten durch Stimulatnittels VEGF-A Uber VEGF-R1
ausgelost [Barleon et al., 1996] und [Clauss etlab6].

Um aufzuzeigen welche VEGF Rezeptoren wahrend agraransduktion biologischer
Funktionen bei MSZ eine wesentliche Rolle spielen;de die Aktivierung von VEGF-R1
und —R2 mittels eines in vitro Kinase-Assays anatysDie Untersuchung wurde wie folgt
durchgefuhrt:

MSZ von zwei Probanden mit VEGF-A (50 ng/ml) odéGP-1 (50 ng/ml) fir 8 min
inkubiert. Anschlielend Lyse des Zellmaterials, d6@ Assay, SDS-PAGE und
Autoradiographie.

Die Arbeit erfolgte im Rahmen einer Kooperation nhiierrn Prof. Waltenberger
(Department of Invasive Cardiology, University ofalbtricht, Cardiovascular Research
Institute of Maastricht CARIM, Maastricht, Niedentde). In den Assays wies die
Arbeitsgruppe um Herrn Prof. Waltenberger nach, chel Rezeptor durch
Ligandenbindung phosphoryliert werden konnte. FérStimulation von VEGF-R1 kamen
VEGF-A und PIGF zum Einsatz. Die Aktivierung von 8E-R2 wurde mit VEGF-A
ausgestestet.

Aus den Ergebnissen konnten folgende RuckschliaseM&Z-Chemotaxis abgeleitet
werden:

VEGF-R1 wird sowohl von VEGF-A als auch von PIGRBKiviert.

Demgegenuber kann VEGF-R2 nur von VEGF-A aktiwestden [Fiedler et al., 2005].
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5. ZUSAMMENFASSUNG

In Anbetracht der durchgefihrten Versuche und dmeits bekannten Daten sollte es
maoglich sein, eine Aussage Uber die VEGF und Pl@ltzierte Chemotaxis multipotenter
Stromazellen (MSZ) des Knochenmarks treffen.

Nachdem die humanen multipotente Stromazellen peipand kultiviert waren, erfolgte
die Magnetic Adsorband Cell Separation (MACS), umeeKontamination durch
endotheliale Zellen zu vermeiden. Die anschlieRehgmsierung der MSZ wurde mittels
immunhistochemischer und molekularbiologischer ¥erén komplettiert. Neben den
MSZ wurden auch in vitro differenzierte Osteoblast@OB) fur die Experimente
verwendet.

Bei den durchgefiihrten Chemotaxisversuchen wurdegdrichtete Zellmigration entlang
eines Konzentrationsgefélles fur VEGF-A (Vasculad&helial Growth Factor)und PIGF-
1 (Placenta Growth Factor) untersucht. Die erméteCl-Werte (Chemotaktischer Index =
gewanderte Zellzahl Wachstumsfaktor / gewandertdzatd Negativkontrolle) lagen
sowohl fir MSZ als auch fur dOB bei Stimulation MEGF-A im Rahmen bereits
bekannter Ergebnisse. Hierbei konnten zum VerglelWdterte primarer humaner
Osteoblasten herangezogen werden [Mayr-Wohlfatat e2002].

Fiur die Chemotaxisansatze mit der Kombination PIG&Ehd MSZ beobachteten wir
ebenfalls eine dosisabhangige Zellmigration. Zusanfassend liel3 sich aus den
Ergebnissen folgendes ableiten:

Bei MSZ ist es mdglich durch Stimulation mit VEGk+## PIGF-1 eine Chemotaxis zu

induzieren.

Diese Resultate stehen in Einklang mit den Ergeknisier Kinase-Assays, die durch die
Arbeitsgruppe um Herrn Prof. Waltenberger realisiarden konnte.

Die molekularbiologischen Verfahren zeigten bei M@ dOB entsprechend sémtliche
verwendeten Stammzell- und Osteoblasten-typischerkévla jedoch schien die
Genexpression von VEGF-R1, -R2 und -R3 bei denogsie differenzierten MSZ

niedriger als bei MSZ zu sein. Diese Vermutung ggie sich sowohl in den ermittelten
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Cl-Werten (MSZ versus dOB) als auch in der quamieéa PCR wieder (Polymerase
Chain Reaction). Hier konnte man eine bei multiptée Stromazellen signifikant 10fach
hohere Expression aller drei Rezeptoren nachweisen.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass VEGF-A uedtaell PIGF zur Aktivierung von
multipotenten Stromazellen des Knochenmarks (M8ZHinblick auf Knochenheilung, -
bildung und —umbau beitragen koénnen. VEGF ist e®eidanicht nur moglich

GefalRneubildungsprozesse zur Foérderung von Knoeldidung einzuleiten, sondern
auch eine Osteogenese direkt Uber die InduktionMi8Z-Chemotaxis als Bindeglied

zwischen Vaskulo- und Osteogenese zu stimulieren.

Im Hinblick auf eine klinische Anwendung ware eim&atz imBone Tissue Engineering
denkbar. Speziell auf dem Gebiet des kinstlicheockanersatzes ist eine sichere und vor
allem schnelle Osteointegration des eingebrachtemstuktes von entscheidender
Bedeutung. Insbesondere eine VEGF-A Beschichtunthted mit seinen Eigenschaften
besondere Vorteile bieten.

Im Gegensatz zu PIGF-1 besitzt VEGF-A den Vorteivghl an VEGF-R1 als auch an
VEGF-R2 zu binden und zu aktivieren. In Folge des§ighrt VEGF-A neben dem
Wachstum und Einsprossen von Kapillaren zu einegtriRierung von MSZ aus dem
Knochenmark mittels Chemotaxis. Die wichtigsten ldmeschen Effekte, wie
Zelliberleben, Migration und Proliferation, werdegi endothelialen Zellen durch VEGF-
R2 Ubermittelt [Meyer et al., 1999; Waltenbergealet1994 und Rousseau et al., 2000].
Neben dem Einsatz beiBone Tissue Engineeringsdre auch eine Verwendung im
Frakturmanagement oder der Therapie von Pseudsetireorstellbar. Gerade wéahrend
der Frakturheilung ist die Vaskulogenese ein emisieindes Glied der Osteogenese
[Brighton et al., 1991]. Durch intraoperatives Hingen von VEGF direkt an den
Frakturspalt kdnnte der Heilungsprozess beschl¢wegden.

In weiterfiUhrenden Arbeiten konnten z.B. Versucheamer VEGF beschichteten Matrix
unternommen und die Adhasion bzw. Chemotaxis vorZ M& dieser Matrix untersucht
werden. Zusatzlich wéare nach gelungener AdhasiodeanTrager versuchsweise die in

vitro Differenzierung zu Osteoblasten denkbar.
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