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I.  Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1 Die Hypophosphatasie

Die Hypophosphatasie (HPP) ist eine seltene Stoffwechselerkrankung, deren Ursache in
Mutationen des ALPL-Gens liegt, welches fiir die sogenannte Gewebe-unspezifische
Alkalische Phosphatase (tissue-nonspecific alkaline phosphatase, TNAP, auch TNSALP)
kodiert. Das Krankheitsbild ist durch die Mangelfunktion dieses Enzyms charakterisiert
und duBert sich insbesondere in Mineralisierungsstorungen, die sowohl Knochen als
auch Zahne in unterschiedlichem Ausmal} und Schweregrad betreffen konnen (Mornet,
2017). 1948 wurde dieses Krankheitsbild als eine ,,neue Entwicklungsanomalie” erstmals
von Rathbun, aufgrund der Entdeckung niedriger AP-Serumspiegel und -Aktivitdatswerte
eines therapieresistenten jungen Patienten als HPP beschrieben (Rathbun, 1948).
Seither wurden ca. 300 HPP-Fallberichte veroffentlicht und die HPP zahlt heute zu einer

der seltenen Stoffwechselstérungen im muskuloskelettalen Bereich.

Derzeit sind Uber 340 verschiedene ursachliche Mutationen im ALPL-Gen identifiziert
worden und in der Datenbank von Etienne Mornet gelistet (Dr. Etienne Mornet,
http://www.sesep.uvsq.fr/03_hypo_mutations.php; 19.10.17) (Mornet, 2017).
Missense-Mutationen stellen hierbei mit mehr als 70 % der nachgewiesenen
Mutationen den Hauptteil (Millan and Whyte, 2016). Des Weiteren konnten Mornet et
al. eine Haufigkeit von 1:300.000 fiir die schwerwiegendsten Auspragungsformen
bestimmen (Mornet et al., 2011). Die HPP wird aufgrund dessen zu den seltenen
Erkrankungen gezahlt. Auch die Frequenz der moderaten Manifestation mit einer
Haufigkeit von 1:6.000-7.000 rechtfertigt nach der Definition der Europdischen
Kommission die Klassifizierung als eine seltene Erkrankung

(https://ec.europa.eu/health/rare_diseases/policy_en, 29.10.17).
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1.1.1 Klinik und Diagnostik der HPP

Das Krankheitsbild der Hypophosphatasie umspannt ein duBerst breites Spektrum an
Symptomen mit unterschiedlichsten Auspragungsgraden (Millan and Whyte, 2016).
Dieses reicht von einer perinatalen und, aufgrund respiratorischer Komplikationen,
meist letalen Form bis hin zu einer vergleichsweise milden, adulten Manifestation mit

spater Erstdiagnose.

Symptomatik

Die vorherrschende skelettale Symptomatik, welche zu einem Osteomalazie- bzw.
Rachitis-dhnlichem Krankheitsbild fiihrt, verdeutlicht die Schliisselrolle der TNAP in
Mineralisierungsprozessen (Millan and Whyte, 2016). Millan et al. bezeichnen die HPP
diesbezliglich auch als eine seltene Osteomalazie- bzw. Rachitis-Form, jedoch
unterscheidet sich die HPP hiervon in den weiteren Begleitsymptomen, der
Labordiagnostik und vor allem auch in der Therapie. Die Mineralisierungsstorungen
fihren zu Knochendeformationen, die sich beispielsweise in Gedeihstérungen,
Fehlstellung der Beine und einem watschelnden Gang dulRern. Ein erhdhtes Frakturrisiko
bzw. pathologische Frakturen bereits nach einem geringen Trauma, chronische Muskel-
und Gelenkschmerzen sind charakteristisch fiir die adulte Form der HPP. Klinisch werden
zudem chronische muskuloskelettale Beschwerden beschrieben, die Erkrankungen aus
dem rheumatologischen Formenkreis in die Differenzialdiagnose einbeziehen. Die
Mineralisierungsstorung schliellt haufig die Zahnhartsubstanz mit ein und kann diese
auch isoliert betreffen. Die zahnmedizinischen Aspekte werden in Kapitel 1.1.5 separat
thematisiert. Des Weiteren werden extraossare Mineralisierungsprozesse, wie
Arterienverkalkungen und Kalzifizierungen von Knorpel und Sehnen beobachtet (Beck
et al., 2009). Neben der Mineralisierungs-assoziierten Symptomatik resultiert, aufgrund
des namensgebenden, gewebeunspezifischen Vorkommens der TNAP, wie
beispielswiese in der Niere, der Leber und in verschiedenen Gehirnregionen, zudem eine
Reihe weiterer Beschwerden, welche die Komplexitat dieser Erkrankung und das breite
Einflussgebiet des Enzyms verdeutlichen. Hierzu gehéren neurologische Stérungen, wie

das Auftreten epileptischer Anfdlle, Depressionen und Angststérungen.
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Auch schwerwiegende pulmonale, gastrointestinale und nephrologische Symptome

gehoren zu diesem Krankheitsbild (Beck et al., 2009).

Neben der enormen Bandbreite der klinischen Symptome stellt die Manifestation dieses
Enzymdefizits in jeder Altersklasse (perinatal bis adult) sowie verschiedene
Schweregrade (letal bis mild) eine besondere Herausforderung fiir die Diagnosestellung

dar und erfordert eine umfangreiche Differentialdiagnostik.

Diagnostik

Abhdngig vom Schweregrad kann manchmal bereits anhand des klinischen Bildes die
Verdachtsdiagnose gestellt werden. Zudem kann die Familienanamnese Hinweise fir
die Diagnose geben und die Untersuchung weiterer Familienmitglieder zur Folge haben.
Mit steigendem Schweregrad erfolgt die Diagnosestellung schneller und konkreter: Die
perinatale Form der HPP mit ihrer fatalen Prognose kann beispielsweise bereits
intrauterin mittels Sonographie festgestellt werden (Millan and Whyte, 2016). Neben
einem charakteristischen klinischen Bild koénnen auch wiederholt erniedrigte
Aktivitatswerte der Alkalischen Phosphatase (AP) im Serum im Vergleich zu alters- und
geschlechtsabhangigen Normwerten (Tab. 1) ein erster Hinweis zur Diagnose der HPP
sein (Beck et al., 2009). Weitere charakteristische Laborparameter sind durch die
Akkumulation der TNAP-Substrate bedingt, die sich in erhéhten Pyridoxal-5-Phosphat
(PLP)-Werten im Serum und einem erhdhten Phosphoethanolamin-Spiegel im Urin

duBern (Lundgren et al., 1991; Whyte et al., 1988).

Tab. 1: Normwerte der AP im Serum (37°C, IFCC Methode)
Sduglinge 110-590 1U/I
Kleinkinder  110-550 IU/I
Schulkinder  130-700 1U/I
Frauen 55-147 1U/I
Manner 62-176 1U/I

Wie bereits erwadhnt, stellt die schwerwiegende Manifestation der HPP eine
aulRergewodhnliche Rachitis- bzw. Osteomalazie-Form dar, da die Werte von Calcium, Pi

und Vitamin D Metaboliten im Serum nicht wie hierbei zu erwarten gering sind.



I.  Einleitung

Tatsdchlich besteht bei der HPP vielmehr eine Blockade der Aufnahme von Mineralien
in das Skelettsystem und daraus resultierende normale bis erhohte Werte (Beck et al.,
2009). Im Rahmen der multidisziplindaren Diagnostik sind unter anderem radiologische,
neurologische, nephrologische und zahnarztliche Untersuchungen erforderlich. Eine
genetische Testung kann den eindeutigen Nachweis des Enzymdefekts zur Sicherung
der Diagnose erbringen und ermoglicht zudem eine Mutations-spezifische Klassifikation

(Mornet, 2017).

Abgrenzungen zur HPP bzw. der Ausschluss zahlreicher Differentialdiagnosen umfassen
ebenfalls ein breites Spektrum. Aufgrund der erhdhten Frakturgefahr ist das Vorliegen
einer Osteoporose, einer Osteogenesis imperfecta oder auch von Knochenmetastasen
auszuschlieBen, die einer ganzlich anderen Therapie bedlrfen. Die erhohte
Entziindungsbereitschaft, insbesondere im muskuloskelettalen Bereich, weist
Ahnlichkeiten mit Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises auf. Im Bereich der
Padiatrie sind unter anderem die Osteogenesis imperfecta, bei lediglich dentaler
Problematik die Odontogenesis imperfecta abzuklaren sowie weiterhin eine Rachitis

oder ein Vitamin D Mangel auszuschliel3en.

Regelmaliige Verlaufskontrollen mit umfassenden, klinischen und laborchemischen
Untersuchungen durch eine interdisziplindre Betreuung an einem Zentrum sind fiir die

Einleitung frihzeitiger FordermalRnahmen und die Therapieanpassung sehr wichtig.

1.1.2 Die Gewebe-unspezifische Alkalische Phosphatase (TNAP)

Fir die humanen Alkalischen Phosphatasen (APs) kodieren vier Gene. Die Gewebe-
unspezifische Alkalische Phosphatase (tissue-nonspecific alkaline phosphatase, TNAP)
wird von dem ALPL-Gen auf Chromosom 1 kodiert. Das ALPL-Gen ist mit einer Lénge von
ungefahr 50 kb 5-mal langer als die Gene ALPI und ALPP der gewebespezifischen
Isoformen der Alkalischen Phosphatase, was auf die groReren Intronabschnitte
zuriickzufiihren ist. Des Weiteren beinhaltet es 11 kodierende Exons, die eine der
Varianten des Exons 1 einschlieBRen (Exon 1A und 1B) und je nach Gewebeart im

Transkript vertreten sind (Mornet, 2017). Die TNAP wird, wie aus der Nomenklatur
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hervorgeht, im Gegensatz zu den gewebespezifischen Isoformen, in verschiedenen
Gewebe (Knochen, Zahnstrukturen, Leber, Niere, Gehirn) exprimiert. Die drei weiteren
Gene, die fur eine Alkalische Phosphatase (AP) kodieren, sind bei der HPP nicht
betroffen. Die Expression dieser Gene ist auf bestimmte Gewebe beschrankt: man
unterscheidet die intestinale-, plazentale- und Keimzell-AP. Von diesen Isoenzymen ist

die TNAP als Gewebe-unspezifische AP abzugrenzen (Millan and Whyte, 2016).

Crown domain (S)

Homodimer interface (S)

N-Ter a helix (s)

Abb. 1: Schematische Darstellung der TNAP. Diese Abbildung wurde aus der Publikation
»Hypophosphatasia® von Mornet et al. 2017, mit schriftlicher Genehmigung von Elsevier lbernommen.

Die TNAP bildet ublicherweise ein Homodimer. Diese dimere Struktur wird durch die
sogenannte crown domain und das N-terminale Ende der a-Helix stabilisiert (Mornet,
2017). Die Aktivitat des Enzyms und damit die Auspragung der Symptome ist auf diese
dimere Funktionsweise zurlickzufiihren. Hoylaerts et al. zeigten, dass die korrekte
Faltung des N-terminalen Endes fir die gesamte strukturelle Integritdt und die
intramolekularen Ubergangszustinde wihrend der Katalyse der AP essentiell ist
(Hoylaerts et al., 1997). Bisher ist noch nicht geklart, ob eine Substitution des N-
Terminus bei einer Missense-Mutation die Faltung beeinflusst oder eine Dysfunktion
des Proteins bedingt (Chen et al., 2017). Die TNAP ist ein Ektoenzym, welches liber einen
Glykosylinositolphosphat-Anker in der Zellmembran integriert ist (Mornet, 2007, 2017).
Diese Verankerung wird bei der auf den Knochen gerichteten Enzymersatztherapie

gezielt imitiert (Kap. 1.1.6 Therapie).
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1.1.2.1 Die TNAP in dentalem Gewebe

Die Alkalische Phosphatase in dentalen Geweben wie der Pulpa und dem parodontalen
Ligament konnte bereits in frihen Studien anhand von enzymatischen und
immunologischen Eigenschaften als die TNAP identifiziert und nach ihrer mRNA als
Isoform des Knochen-Typs nachgewiesen werden (Goseki-Sone et al., 1999). In der
Biomineralisierung der Zahnhartsubstanz ist die TNAP ein zentrales Enzym fir die
Hydroxylapatit-Bildung. In dentalem Gewebe ist die TNAP in Ameloblasten,
Odontoblasten sowie in Zellen des Stratum intermedium der Pulpa exprimiert (Hoshi et
al.,, 1997). Dieses Vorkommen ist mit der Funktion dieser Zellen in der
Biomineralisierung von Schmelz und Dentin begriindet, wofiir die Bereitstellung von
Phosphat-lonen zur Bildung des Hydroxylapatits essentiell ist (Tomlinson, 2015). Foster
et al. konnten die zentrale Rolle der TNAP wahrend der Dentinogenese beziglich der
Odontoblastendifferenzierung, Dentinmatrixsekretion und -mineralisierung im
Mausmodell belegen und damit die molekulare Basis fiir die variablen und
inkonsistenten Veranderungen der Dentindefekte bei der HPP legen (Foster et al., 2013).
In einer Studie von Tomlinson et al. wurde eine TNAP-Expression in 2-10 % der Zellen
aus einer nicht kultivierten und nicht verdauten Pulpa erwahnt (Tomlinson et al., 2015).
Die TNAP in dentalen Zellen wurde insbesondere wahrend der initialen Phase der
Mineralisierungsprozesse sowie in der abschlieRenden Phase der Biomineralisierung
dieser Gewebe nachgewiesen (Karbanova et al.,, 2011). In vivo ist die TNAP in
spezialisierten Zellen prasent. Aber auch die proliferierenden und weniger
spezialisierten Zellen in vitro zeigen ebenfalls eine TNAP-Expression. Tomlinson et al.
konnten nachweisen, dass die TNAP-Expression mit unterschiedlichen in vitro
Kulturbedingungen korreliert und mit zunehmender Zelldichte und Spezialisierung

erhoht zu sein scheint (Tomlinson, 2015).

1.1.3 Die Pathophysiologie der Mineralisierungsstorung bei der HPP
Storungen im Mineralisierungsstoffwechsel konnen viele Ursachen haben. Diese kénnen
durch eine mangelhafte Substratzufuhr wichtiger Mineralien und Kofaktoren, wie

Calcium, Phosphat oder Vitamin D3 oder durch Akkumulation von Substraten mit
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inhibitorischer Wirkung auf die Mineralisierung wie z.B. Pyrophosphat (PPi) bedingt
sein, aus einer eingeschrankten Mobilitat oder systemischen Erkrankung resultieren und
insbesondere auch durch Stoérungen zentraler Knochenstoffwechsel-Signalwege
verursacht sein. Bei der seltenen Erkrankung der HPP sind Mutationen der TNAP mit
reduzierter Enzymaktivitat ursachlich. Der Fokus in der Erforschung der Pathogenese

und neuer Therapieansatze liegt somit auf diesem Enzym.

Pathologie bei der Biomineralisierung von Knochen und Zahnhartsubstanz

Hydroxylapatit ist der Grundbaustein fiir die Biomineralisierung und Hauptbestandteil
in Knochen- und Zahnhartgewebe. Der Mineralisierungsprozess wird durch das
Vorhandensein der wichtigsten Substrate Calcium und Phosphat bestimmt und durch
deren Konzentrationsverhaltnis reguliert. APs katalysieren die Hydrolyse von
Phosphatgruppen verschiedenster Substrate in einem alkalischen Milieu und stellen
anorganisches Phosphat (Pi) bereit. Zu den natirlichen Substraten gehoéren
anorganisches Pyrophosphat (PPi), Pyridoxal-5’-Phosphat (PLP) und
Phosphoethanolamin (PEA). Die TNAP ist fir ihre zentrale Rolle in der Biomineralisierung
bekannt. Durch das Enzym werden nicht nur Substrate bereitgestellt, sondern auch
Mineralisierungsinhibitoren, wie Pyrophosphat (PPi) durch Hydrolyse oder Osteopontin
(OPN) durch Dephosphorylierung inaktiviert. ENPP1 und ANKH sind der TNAP durch
Bereitstellung von PPi vorgeschaltet und in diesen Signalweg miteingeschlossen. Im
Sinne eines negativen Rilckkopplungskreislaufs durch vermehrte PPi-Produktion wird
ein bestimmtes Verhaltnis von Promotoren (Pi) und Inhibitoren (PPi) hergestellt.
Hierdurch wird eine ausgeglichene Mineralisierungsbilanz mit der TNAP als einer der
zentralen Angelpunkte erreicht. Neben der Substratakkumulation wird die
Mineralisierung auch durch den inhibitorischen Einfluss von Osteopontin (OPN) und
Osteocalcin (OC) moduliert. Die Phosphatase Orphan 1 (PHOSPHO1) ist ein weiteres

Schliisselenzym der Mineralisierung (Yadav, Simao, et al., 2011).
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Tab. 2: Mineralisierungs-assoziierte Gene. Diese Tabelle wurde nach (Mornet, 2017) sowie nach dem
Vorbild aus dem Buch Diagnostik und Management der Hypophosphatasie (Jakob, 2017).

Gen Proteinname Funktion

ANKH Ankylosis Protein, Bereitstellung  PPi, Hemmung der
progressiv homolog Mineralisierung

DMP1 Dentinmatrixprotein 1 Phosphathomoostase, Osteogenese und

Dentinogenese

ENPP1 Ectonukleotid- Bereitstellung  PPi, Hemmung der
Pyrophosphatase Mineralisierung

PHOSPHO1 Phosphatase Orphan 1 Initilerung der Matrixmineralisierung

OPN Osteopontin Hemmung der Mineralisierung

TNAP Gewebe-unspezifische Hydrolyse PPi, Phosphatbereitstellung

Alkalische Phosphatase

Eine reduzierte Enzymaktivitat der TNAP hat in zweierlei Hinsicht eine hemmende
Wirkung auf die Mineralisierungsprozesse. Die mutierte TNAP kann PPi nicht zu
Phosphat hydrolysieren, das damit zur Bildung von Hydroxylapatit fehlt. Zum anderen
akkumuliert PPi extrazelluldr im Sinne eines Substratstaus und libt einen inhibitorischen

Effekt auf Mineralisierungsprozesse aus.

Auch ein hoher extrazellularer ATP-Spiegel (eATP) hemmt den Mineralisierungsprozess
und kann durch mehrere Ursachen bedingt sein: Eine reduzierte TNAP-Funktion flihrt
dazu, dass sich ATP extrazelluldr anreichert. Eine vermehrte ATP-Freisetzung kann auch
von Osteoblasten im Rahmen der Biomineralisierung ausgehen. Weiterhin bewirkt ein
vermehrter Zelltod in Folge einer Entziindung (Giuliani et al., 2017) ebenso wie die
entziindungsférdernde ATP-Freisetzung aus Bakterien eine ATP-Anreicherung im
extrazelluldren Bereich (Binderman et al., 2017), dies verstarkt den alveoldren
Knochenverlust wahrend einer Parodontitis. Der inhibitorische Effekt des ATP wird
durch aktivierte purinerge Signalkaskaden umgesetzt und tragt zudem zu einem Anstieg

des mineralisierungshemmenden PPi durch die vermehrte ATP-Hydrolyse bei.
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1.1.4 Genotyp und Phanotyp - Genetik und Klinische Klassifikation der HPP

1.1.4.1 Genetik der HPP

Die HPP ist eine genetische Erkrankung, deren Ursache in unterschiedlichen
Mutationsformen liegt und sowohl Uber den autosomal rezessiven als auch den
autosomal dominanten Erbgang vererbt werden kann (Mornet et al., 2014). Eine
sogenannte dominant negative Mutation bedeutet, dass der defekte Partner in der Lage
ist, die enzymatische Funktion des Dimerisierungspartners herabzusetzen. Dieser Effekt
ist vermutlich auf die mutationsbedingten Veranderungen der allosterischen

Konformation zuriickzufiihren.

Schwere Formen der HPP, wie die perinatale und infantile Form, werden autosomal
rezessiv vererbt, mildere Formen hingegen entweder dominant oder rezessiv (Mornet
et al., 2014). Die milde Ausprdagung ist am haufigsten mit heterozygoten Miss-Sense
Mutationen mit dominant negativem Effekt verbunden (Fauvert et al., 2009). Es
kommen aber auch Triager mit compound heterozygoten Allelen, d.h. zwei
unterschiedliche Mutationen der beiden Allele, mit milden bis schweren Auswirkungen
vor. Symptome kdnnen bei beiden Vererbungsarten vorkommen, es liegt somit nicht

immer zwingend eine homozygote ALPL-Mutation vor.

In mehreren Fallstudien wurde keine strikte Genotyp-Phanotyp-Korrelation beobachtet.
Die phanotypische Vielfalt scheint vorrangig auf das breite Mutationsspektrum bzw. die
starke Heterogenitat der Allele zurlickzufiihren zu sein. Zudem kann der Phanotyp auch
durch andere Enzyme beeinflusst werden. Phosphol scheint in der Lage zu sein, die
TNAP-Funktion teilweise Ubernehmen zu kénnen (Millan, 2013). Des Weiteren ist der
Phanotyp auch von anderen bzw. kombinierten Mutationen abhangig, wie es Hessle et
al. in Studien an Mausen mit Doppel-Knockout der antagonistischen Regulatoren ENPP1
und TNAP zeigen konnten (Hessle et al., 2002). Anhand des Genotyps kann somit nicht
direkt auf den Schweregrad und das Manifestationsalter geschlossen werden: Ein
bestimmter Genotyp kann eine hohe klinische Variabilitdt zeigen. Die heterogene
Auspragung dieser Krankheit weist tGberdies intrafamiliare phanotypische Unterschiede

bei gleichem Genotyp auf. Dies wurde in einem Fallbericht zweier Geschwister mit
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identischen compound heterozygoten Mutationen beobachtet, wobei ein Geschwister
eine milde und das andere eine schwere Auspragungsform hatte (Hofmann et al., 2014).
Trotz der unscharfen Korrelation zwischen dem vorliegenden Genotyp und dem
auftretenden Phanotyp konnte Silvent et al. ein Modell vorstellen, das eine relativ
verlassliche Vorhersage der Auspragung und Schwere der Symptome zuldsst und auf der
jeweiligen Mutation innerhalb der ALPL-Gens basiert (Silvent et al., 2014). Jedoch ist

auch dieser Zusammenhang nicht allgemeingiiltig oder linear.

1.1.4.2 Klinische Klassifikation der HPP

Das variable, multisystemische Spektrum der klinischen Symptome reicht von einer sehr
schweren, letalen Ausprdagungsform bis hin zu vergleichsweise milden
Mineralisierungsstorungen, welche in Einzelfdllen wenig symptomatisch sind oder auf
die Zdhne beschrankt bleiben (Millan and Whyte, 2016; Mornet, 2007, 2017). Die
allgemein giiltige klinische Klassifikation der HPP mit Unterteilung in finf
Manifestationsformen basiert auf dem Alter der Erstmanifestation (Mornet, 2017) und
ist in Tabelle 3 dargestellt. Die Grenzen zwischen diesen sind flieBend, sodass sich eine

eindeutige Zuordnung in vielen Fallen als schwierig erweist.

0 6 mo 18y
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/‘\ Odonto
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Abb. 2: Klassifikation der 5 Subtypen der HPP mit flieRenden Ubergingen und des vorherrschenden
Erbgangs. Die eindeutige Zuordnung zu einer der Manifestationsformen wird in vielen Fallen aufgrund der
Uberschneidenden Symptomatik erschwert. Diese Abbildung wurde aus der Publikation
»Hypophosphatasia® von Mornet et al. 2017, mit schriftlicher Genehmigung von Elsevier Gibernommen.
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Das Manifestationsalter der HPP bzw. der Zeitpunkt der Erstdiagnose korreliert
allerdings haufig mit dem Schweregrad und Krankheitsverlauf: Die Erstdiagnose kann
bei schweren perinatalen Formen aufgrund ausgepragter bis letaler Symptome sehr friih
und genau bestimmt werden. Weniger symptomatische Formen, die erst im
Erwachsenenalter diagnostiziert werden, kénnen jedoch in ihrer milden Auspragung
bereits mehrere Jahre bestehen.

Tab. 3: Die 5 klinischen Subtypen der HPP. Eine exakte, klinische Klassifikation erweist sich aufgrund der

flieRenden Uberginge hiufig als sehr schwierig. Diese Tabelle wurde anhand von Daten von Beck et al.,
2009, Hofmann et al., 2013, Hofmann et al., 2013, Whyte, 2010 und Whyte et al., 2015 erstellt.

Klassifikation Symptome Manifestationsalter
Perinatal o Hohe Mortalitatsrate in utero
o Respiratorische Unterfunktion
o Kraniosynostose
o Krampfanfille
Infantil o Gedeihstorung < 6 Monate
o Kraniosynostose
Muskuldre Schwache
Juvenil o Kleinwuchs
o Kraniosynostose
o Vorzeitiger Milchzahnverlust
Adult o Verzogerte Knochenheilung Mittleres Alter
o Ermidungsfrakturen
o Muskelschmerzen
o Depression, Angstzustdande
Odonto-HPP o Vorzeitiger Zahnverlust Jedes Alter
o Mineralisierungsstérungen der
Zahnhartsubstanzen

o Mangelhafter Zahnstatus

Parodontitis

o VergrolRRerte Pulpencavi und
Wurzelkanale

o Keine skelettale Manifestation

o

Die Auswirkungen einer massiven Hypomineralisation bei der schweren friihkindlichen
Form sind derart dramatisch und charakteristisch zugleich, sodass sie einen sofortigen
Therapiebeginn erfordern. Die adulte, mildere Form ist aufgrund ihrer unspezifischen

Symptomatik und dem haufig unklaren Krankheitsbeginn schwer zu diagnostizieren.
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Durch Rekapitulation des Krankheitsverlaufs und eine ausfihrliche Anamnese fallen
nicht selten bereits friihe Symptome, wie vorzeitiger Milchzahnverlust und massive
Kariesprobleme seit der Kindheit auf, welche einen friiheren Krankheitsbeginn und

somit eine Einordnung in eine andere klinische Klassifikation nahelegen.

1.1.5 Dentale Aspekte der Hypophosphatasie

Der vorzeitige Verlust von Milchzahnen, mit dem auffalligen Merkmal der nur partiell
anresorbierten Zahnwurzeln, ist als zahnmedizinisches Leitsymptom in vielen Fallen das
erste Anzeichen einer HPP (Hughes et al., 2017; Millan and Whyte, 2016). Die dentale
Manifestation der HPP ist daher insbesondere fir die friihe, kindliche Form
charakteristisch. Zahnmedizinische Untersuchungen und Verlaufskontrollen sind ein
sehr wichtiger Bestandteil im Rahmen der Diagnosestellung und der prophylaktischen
TherapiemalRnahmen.

Die Zahnentwicklung (Odontogenese) mit der Mineralisierung der Zahnhartsubstanz
sowohl der Milchzahne als auch der bleibenden Dentition beginnt bereits in der friihen
embryonalen Entwicklungsphase. Dentale Manifestationen sind besonders fiir die
Milchzahne charakteristisch, konnen aber auch die bleibenden Zahne betreffen.
Allgemein kdnnen dentale und parodontale Symptome als isolierte Auspragung und
sogenannte Odontohypophosphatasie, aber auch im Symptomenkomplex in allen

Unterformen der HPP (Tab. 3) auftreten (Reibel et al., 2009).

Die Odonto-HPP stellt aufgrund der isolierten dentalen Symptomatik mit typischerweise
fehlenden skelettalen Defekten eine relativ mild verlaufende Sonderform der HPP dar
(Millan and Whyte, 2016; Mornet, 2007). Sie ist neben dem fiir eine HPP typischen
vorzeitigen Milchzahnverlust durch Mineralisierungsstérungen gekennzeichnet, die alle
Zahnhartsubstanzen -Schmelz, Dentin und Zement- betreffen kdénnen und zu
Veranderungen der Zahnmorphologie fiihren kénnen. Weiterhin kann eine radiologisch
diagnostizierbare vergroBerte Pulpa mit verbreiterten Wurzelkanadlen beobachtet
werden, wie sie auch bei sogenannten ,,shell teeth” bei einer Dentinogenesis imperfecta
Typ lll charakteristisch sind (Luder, 2015). Auch die dentale Anomalie der Regionalen

Odontodysplasie (ROD) steht im kausalem Zusammenhang mit einer HPP (Mathew et

12



I.  Einleitung

al., 2015). Schmelzhypoplasien sowie eine morphologische Zahnanomalie bedingen die
sehr hohe Kariesanfilligkeit, welche bereits das Milchgebiss betreffen kann (van den Bos

et al., 2005; Yadav et al., 2012).

Bezieht man sich auf die dentalen Aspekte der Hypophosphatasie ist, wie bereits
erwahnt, zunachst der vorzeitige Verlust von Milchzdhnen mit noch vorhandener,
nahezu nicht resorbierter Wurzel als besonderes Merkmal hervorzuheben (Reibel et al.,
2009). Dies ist haufig ein erster Hinweis auf das Vorliegen einer HPP mit dentaler
Komponente, und stellt einen auffadlligen Unterschied im Vergleich zur ansonsten
beinahe vollstandig resorbierten Milchzahnwurzel dar und sollte umgehend eine
ausfiihrliche Diagnostik nach sich ziehen. Der zeitliche Rahmen des Zahnwechsels ist als
eine sehr individuelle Abfolge mit Abweichungen ohne zwingend pathologischen Wert
zu betrachten und ist fiir jeden Zahn mit einem Altersrichtwert mit +/- 2 Jahren angeben.
Die Entwicklungsperiode mit anschlieBender Nutzungsphase der Milchzahne erstreckt
sich Uber einen individuell variablen Zeitraum fiir das gesamte Gebiss. Der vorzeitige
Milchzahnverlust resultiert aus einer Aplasie, Hypoplasie oder Dysplasie des
Zahnzements, als wichtiger Bestandteil des Zahnhalteapparates (Parodont), welches die
Zahnwurzel Gber das sogenannte parodontale Ligament (PDL) mit dem umliegenden
Alveolarknochen verankert (McKee et al., 2011). Das parodontale Ligament ist ein
komplexer Faserapparat mit Kollagen | als Hauptbestandteil, welcher einerseits im
Bereich der Zahnwurzel und andererseits im umgebenden Alveolarknochen verankert
ist. Hauptursache des Milchzahnverlusts ist vermutlich die nur teilweise ausgebildete
Zementschicht auf den Wurzeloberflachen, die fir eine mechanisch stabile Verankerung
der Fasern des Zahnhalteapparates in der Wurzeloberflaiche unabdingbar ist. Die
betroffenen Zahne mit fehlstrukturiertem, mangelhaft mineralisiertem Zement werden
locker, bevor sie mit anresorbierten Wurzeln spontan ausfallen. Auch eine reduzierte
Alveolarknochenhdhe wird bei der HPP haufig beobachtet, aus der eine verringerte
Anheftungsflache des Zahnhalteapparats resultiert (Olsson et al., 1996). Der Bereich des
Knochens, in den die Fasern des PDL einstrahlen, wird als Biindelknochen bezeichnet
und ist Teil des Zahnhalteapparates. Studien nach Zahnextraktionen haben ergeben,

dass dieser Teil des Knochens bereits nach kurzer Zeit vollstandig abgebaut ist (Chappuis
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et al., 2017). Der Zahnverlust ist generell mit einer Reduzierung der Knochenhéhe und
Strukturveranderungen verbunden. Ein fehlerhaft ausgebauter Zahnhalteapparat
konnte in diesem Sinne umgekehrt die zu den dentalen Symptomen zdhlende,
reduzierte Alveolarknochen-Hohe bedingen. Alveolarknochenresorptionen infolge
unterschiedlich ursachlicher Entziindungsreaktionen konnen im Krankheitsbild der
Parodontitis unter unginstigen Bedingungen (fehlende Behandlung, kein
Therapieansprechen) ebenfalls einen vorzeitigen, pathologischen Zahnausfall bedingen.
Ursache fiir die parodontale Entziindung ist die Entstehung einer sogenannten
bakteriellen Dysbiose, d.h. das Uberwachsen entziindungsstimulierender
Bakterienarten innerhalb der Sulkusmikrobiota. Ein Trigger hierfiir ist meist eine hohe
systemische Entzlindungslast, die bei HPP-Patienten aufgrund des haufig manifesten
Hyperprostaglandinismus in der Regel ebenfalls gegeben ist (Girschick et al., 2006).
Startpunkt der parodontalen Entziindung ist demnach immer die Entstehung der
proinflammatorisch  wirksamen bakteriellen Dysbiose (Hajishengallis, 2015).
Extrazelluldres ATP (eATP) hat zudem einen Einfluss auf das AusmalR der
entziindungsgetriggerten Knochenresorption. Eine erhéhte eATP-Konzentration kann
verschiedene Ursachen haben (Giuliani et al., 2017): Durch aktive Freisetzung infolge
von Entziindungsreaktionen, oder einer Hypoxie, durch die passive Freisetzung bei
Zelltod, sowie durch Sekretion von Parodontalbakterien und auch durch eine geringe
Enzym-Aktivitdt wie bei der HPP. In einer Pilotstudie von Schlagenhauf et al. wurden
mikrobiologische und klinische Parameter einer Parodontitis einer HPP-
Patientengruppe mit kindlicher Form analysiert und mit nicht erkrankten Parodontitis-
Patienten verglichen. Hierbei konnte ein vergleichbares subgingivales Mikrobiom
angenommen werden (Valenza et al.,, 2006). Das Kollektiv von HPP-Patienten der
Woirzburger Kinderklinik war jedoch zur Pravention des Auftretens eines
Hyperprostaglandinismus mit NSAIDs (Naxproxen) behandelt worden, was das Fehlen
der bakteriellen Dysbiose bei diesem Kollektiv von HPP-Patienten erklaren kénnte.

Das im Gegensatz zur HPP weitverbreitete Krankheitsbild der Parodontitis kann
ebenfalls in unterschiedlicher Form und Schwere vorliegen. In ihrer schweren

Auspragungsform ist die Parodontitis nach Kassebaum die 6. haufigste Erkrankung der
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Weltbevolkerung (Kassebaum et al.,, 2014). Die Parodontitis steht vielfach im
Zusammenhang mit zahlreichen systemischen Erkrankungen, wie dem Diabetes
mellitus, Erkrankungen aus dem rheumatischen Formenkreis und dem Herz-Kreislauf-
System (z.B. Arteriosklerose) (Bright et al., 2015; Jockel-Schneider et al., 2014; Zhu and
Nikolajczyk, 2014) sowie neben der HPP auch mit anderen genetisch bedingten
Erkrankungen (Chediak-Higashi-Syndrom, Trisonomie 21, Ehlers-Danlos). Die Diagnose
einer Parodontitis sollte demnach gegebenenfalls systemische Untersuchungen nach
sich ziehen. Die HPP kann aus zahnmedizinischer Sicht als eine genetische Disposition

der Parodontitis gesehen werden und entsprechend dieser behandelt werden.

Differentialdiagnostisch sind weitere Knochenstérungen mit dentaler Mitbeteiligung in
Betracht zu ziehen, hierzu zahlen im Kindesalter die fibrose Dyplasie, Osteogenesis und
Odontogenesis Imperfecta, Morbus Paget und die renale Osteodystrophie (Yepes,

2017).

1.1.6 Aktuelle Behandlungskonzepte und therapeutische Ansatze der HPP

Aufgrund der vielseitigen, multisystemischen Manifestationen besteht die optimale
Behandlung aus einer engen interdisziplindren Zusammenarbeit, die neben der
Kinderheilkunde und der Orthopéadie unter anderem die Fachbereiche Physiotherapie,
Neurochirurgie, Zahnmedizin und Kieferorthopadie einbeziehen (Millan and Plotkin,
2012). Derzeitige Therapieansdtze betreffen in erster Linie die Behandlung der
klinischen Symptomatik und verfolgen prophylaktische MalRnahmen. Diese umfassen
z.B. Behandlung mit NSAIDs, neurochirurgische MalBBnahmen zur intrakraniellen
Druckentlassung bei Hirndruck oder orthopadisch-chirurgische Malinahmen bei
Frakturen. Des Weiteren sind regelmaBige zahnmedizinische Kontrollen unerlasslich.
Der vorzeitige Milchzahnverlust bedarf gegebenenfalls einer kieferorthopadischen
Behandlung zur Vorbeugung daraus resultierender Zahnfehlstellungen, die zudem das
weitere Kieferwachstum mit Folgesymptomen negativ beeinflussen kdénnen. Die

Behandlung der Parodontitis ist fir den Zahnerhalt essentiell.
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Die Diagnose dieser seltenen Stérung ist trotz einer bisher fehlenden, kurativen
Therapie sehr wichtig, um falsche Therapieansatze, wie die Bisphosphonat-Therapie zu
vermeiden (Aeby et al.,, 2016). Die Behandlung mit Bisphosphonaten wird in der
Osteoporose-Therapie oder bei Knochenmetastasen zur Verminderung der
Knochenresorption angewandt (Pavlakis et al., 2005). Tatsachlich ist der Einsatz von
Bisphosphonaten, synthetischer Pyrophosphat-Derivate, in der Behandlung von HPP-
Patienten kontraindiziert, da sie negative Auswirkungen durch eine zusatzliche
Erh6hung des PPi-Spiegels haben kdnnen und zu einer Verschlechterung der Symptome
fihren (Aeby et al., 2016; Mornet, 2007; Whyte, 2010). Eine hochdosierte Vitamin D3-
Substitution, wie sie bei der Rachitis-Therapie angezeigt sein kann, ist ebenfalls zu
vermeiden (Mornet, 2007), ebenso wie ein Vitamin D-Mangel mit sekundarem

Hyperparathyreoidismus am anderen Ende des Spektrums.

Vielversprechende Therapieansiatze ergeben sich durch Fortschritte der
Stammzelltherapie. Die Anwendung humaner mesenchymaler Stammzellen durch
allogene Knochenmarkstransplantation konnte bei schwerbetroffenen Patienten eine
Verbesserung der muskuloskelettalen Symptomatik erzielen (Taketani et al., 2015;
Undale et al.,, 2009). Dieser Behandlungsweg erfordert allerdings im Vorfeld eine
griindliche Nutzen-Risikoabwagung, welche das generelle Risiko einer allogenen
Knochenmarkstransplantation sowie das Entwicklungspotential einer sekundaren

Leukamie infolge einer Stammzelltherapie einschlielt (Taketani et al., 2013).

Die kdirzlich zugelassene Enzymersatztherapie mit Anwendung des humanen
rekombinanten TNAP-Enzyms Asfotase alfa (Strensiq®) zur Therapie an HPP erkrankter
Kinder in Europa bedeutet einen groBen Fortschritt in der Behandlung dieser
Erkrankung (Mornet, 2017; Taketani et al., 2013; Whyte et al.,, 2016). Bisherige
Enzymersatztherapien verzeichnen vielversprechende Ergebnisse insbesondere in
Bezug auf die Behandlung des skelettalen Phanotyps, wobei ein Effekt auf
Kraniosynostosen offenbar nicht beobachtet wird. Dieses, auf den Knochen gerichtete,
rekombinante Enzym bewirkt jedoch keine zusatzlichen positiven Effekte auf andere

haufig mitbetroffene Organe wie die Niere oder das Gehirn (Hofmann et al., 2015). Da
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es sich bei der HPP um eine Multisystem-Erkrankung handelt, miissen breiter wirksame

Strategien und Therapieansatze verfolgt werden (Hofmann et al., 2015).

Die Gentherapie mit CRISPR/CAS9 ist bei erblich bedingten Erkrankungen ein
vielversprechender Weg zur Heilung. Dieser Ansatz mit Korrekturanwendungen bei
Mutationen ist noch sehr umstritten, sowohl aufgrund ethischer Aspekte als auch einem

damit verbundenen Risiko einer malignen Entartung, und bedarf weiterer Forschung.

1.1.7 HPP-Forschung an Tier- und Zellkultur-Modellen

Die Pathophysiologie dieser Mineralisierungsstorung sowie weitere, beinahe den
gesamten Organismus betreffende Stérungen koénnen sehr gut anhand von
Tiermodellen nachvollzogen und analysiert werden. Gezielte Manipulationen, wie das
Ausschalten bestimmter Gene oder Genkombinationen, ermdglichten einen Grofteil
des derzeitigen Verstandnisses der Pathophysiologie dieser Erkrankung und deckten
molekularbiologische Zusammenhdnge sowie zahlreiche Gen- und Signalweg-
Interaktionen auf (Fedde et al., 1999; Narisawa et al., 1997). Weiterhin konnten
hierdurch Therapieansatze erforscht werden. Die Enzymersatztherapie mit dem Einsatz
einer rekombinanten, auf den Knochen gerichteten TNAP konnte in Studien mit TNAP-
defizienten Mausen eine Verbesserung der charakteristischen Mineralisierungs-
assoziierten Symptome und insbesondere der dentalen Defekte zeigen (McKee et al.,
2011; Yadav, Lemire, et al., 2011) (Yadav et al., 2012). Auch Millan et al. konnten in ihrer
neueren Studie mit TNAP-Knockout Mausen (ALPL7:, bzw. Akp2 7°) durch die
Verabreichung einer |6slichen, chimaren Form der AP (ChimAP) positive Effekte erzielen
(Gasque et al., 2015). Dieses HPP-Tiermodell lieferte den ersten Beweis fir den
pharmakologischen Einsatz von ChimAP mit Verbesserung des skelettalen und dentalen
Phanotyps bezilglich der Schmelz- und Dentinformation und der Morphologie.
Bestandteile des Parodonts (Zement und Alveolarknochen) wiesen in dieser Studie
weiterhin Mineralisierungsstorungen auf, jedoch konnte ein parodontales Attachement
mit Verbleib der Zdahne im Kiefer nachgewiesen werden. Weiterhin wurden keine
Anzeichen fiir eine Kraniosynostose, sowie weder radiologisch noch histologisch

ektopische Mineralablagerungen entdeckt.
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Zellkultur-Modelle der HPP sind ebenfalls seit Langerem etabliert und stellen eine
Erganzung zu Tiermodellen dar, die unterschiedliche methodische Ansatze sowie die
Moglichkeit der Verwendung vieler verschiedener Zelllinien bieten. Hierbei werden

kommerziell erhéltliche Zellen, Zellen aus Tiermodellen und humane Zellen verwendet.

In der vorliegenden Arbeit soll anhand humaner mesenchymaler Stammzellen aus
unterschiedlichen Mineralisierungs-assoziierten Geweben ein weiteres in vitro HPP-
Modell durch eine TNAP-Inhibition umgesetzt und analysiert werden. Die Fragestellung
und Aspekte, die in diesem Modell untersucht werden, sind in Kapitel 1.5 naher
erliutert. Im Folgenden soll ein Uberblick tiber die in diesem in vitro Modell analysierten
mesenchymalen Stammzellen mit zusatzlichem Fokus auf die hierzu zdhlenden,

dentalen Stammzellen aus der Pulpa und dem parodontalen Ligament gegeben werden.

1.2 Mesenchymale Stammzellen (MSCs)

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) gehen auf die Entdeckung und lIsolation von
Stammzellen aus dem Knochenmark von Friedenstein zurtick (Bianco et al., 2008).
Zeitgleich fanden dhnliche Untersuchungen von Caplan et al. statt, der fiir diese Zellen
1991 erstmals den Begriff der mesenchymalen Stammzellen und die Abkilirzung MSC
pragte (Caplan, 1991). Unter diesem Begriff wird ein sehr breites, unspezifisches
Spektrum  adulter Stammzellen zusammengefasst. Hierunter werden die
undifferenzierten Zellen eines Gewebes verstanden, die auf gewebespezifische Signale
durch asymmetrische Teilung das sie umgebende Gewebe aufrechterhalten kénnen.
Isoliert und unter anderen Umgebungsbedingungen sind diese undifferenzierten Zellen
in der Lage, sich in eine andere Richtung zu differenzieren.

Knapp 30 Jahre nach ihrer Entdeckung herrscht eine rege Debatte zur Nomenklatur und
den Eigenschaften dieser heterogenen Gruppe (Bianco, 2014; Caplan, 2017). Die
einheitliche Definition und Gruppierung samtlicher Gewebestammzellen unter den
Uberbegriff der mesenchymalen Stammzellen bzw. deren Abkiirzung MSC wird derzeit

Ill

umstritten diskutiert. Die Bezeichnung ,,mesenchymal” ist in erster Linie als ein Begriff

aus der Histologie zu verstehen, unter dem per Definition vorlibergehendes,
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embryonales Bindegewebe verstanden wird, welches vorrangig mesodermalen
Ursprungs ist, aber auch teilweise von der Neuralleiste und somit folglich dem Ektoderm

kdnnte zu der

Ill

abstammt (Robey, 2017). Die Verwendung des Additivs ,,mesenchyma
falschen Annahme eines einheitlichen, mesodermalen Ursprungs verleiten (Robey,
2017). Allgemein werden derzeit mehrheitlich in der Literatur unter den MSCs
undifferenzierte Zellen mit Stammzellcharakter verschiedener Gewebearten
zusammengefasst. Eine von Robey vorgeschlagene Bezeichnung ,tissue-specific
stem/progenitor cells“ hebt das Gewebe-abhangige Differenzierungspotenzial hervor
und den damit zusammenhdngenden Zweck der Reparaturkapazitit durch
gewebeeigene Zellen. Robey grenzt hiervon die vielfach angenommene Fahigkeit einer
Uber die Lineage hinausreichenden Differenzierungskapazitat (,,trans-differentiate®) ab,

die lediglich embryonalen Stammzellen vorbehalten ist und diese als solche auszeichnet.
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Abb. 3: Schematische Darstellung des Differenzierungspotentials von MSCs. Die Darstellung wurde auf
Grundlage der Dissertation von S. Graser (Graser, 2015), adaptiert nach Vorlage von Glenn et al., 2014,
Uccelli et al., 2000, mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd.: Nat Rev Immunol 8(9), Uccelli, A., et
al., Mesenchymal stem cells in heath and disease, p.726-36., copyright (2008) und mit Hilfe von ,,Servier
Medical Art Elements” modifiziert (http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank)
(http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/). Die Abbildung wurde zur Darstellung der
neuroektodermalen Zellen um einen Ausschnitt aus Neural Crest: The fourth germ layer erweitert
(Shyamala et al., 2015).
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Des Weiteren herrscht lGber den Ursprung dieser Zellen noch Unklarheit. Eine sehr
haufige und durchaus handfeste Annahme ist das Vorliegen einer perivaskularen
Stammzellnische. In diesem Zusammenhang werden die Perizyten des jeweiligen
Gewebes als Vorlaufer der MSCs und auch sie selbst als die jeweiligen MSCs diskutiert
(Bara et al., 2014). Hieraus konnten die gewebespezifischen Eigenschaften resultieren.

MSCs wurden bereits hinsichtlich der typischen Stammzellfahigkeiten, wie der
Multipotenz und Selbsterneuerung untersucht. Unbestritten und anhand vieler in vitro
Studien bestatigt, ist die Fahigkeit der MSCs sich in die Fiille verschiedener Zelltypen der
jeweiligen Abstammungslinie differenzieren kdnnen. Die Fahigkeit sich in die gesamte
Bandbreite an Zellen aller drei Keimblatter differenzieren zu konnen (Pluripotenz) ist nur

embryonalen Stammzellen vorbehalten (Hynes et al., 2012).

Zur  Charakterisierung der MSCs und Abgrenzung dieser zu anderen
Stammzellpopulationen, wie beispielsweise den hamatopoetischen Stammzellen,
wurden von der Internationalen Gesellschaft fur Zelltherapie (International Society for
Cellular Therapy) 2006 sogenannte ,Minimalkriterien” aufgesetzt, die MSCs nach
derzeitigem Stand definieren (Dominici et al., 2006). Aufgrund des Fehlens eines
einzelnen MSC-spezifischen Oberflaichenmarkers umfassen diese Kriterien folgende drei

experimentell bestimmbare Eigenschaften:

e Zudiesen gehort die (Plastik-)Adharenz der Zellen unter in vitro Kulturbedingungen.

e Sie sollten ein spezifisches Expressionsmuster eines immunologischen Phanotypes
aufweisen, welches mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt wird und die
positive Expression von CD105, CD90 und CD73, sowie eine negative Expression
typischer hamatopoetischen Marker wie CD34, CD11b, CD14 beinhaltet.

o Als weiteres Kriterium gilt die Multipotenz, welche die osteogene, chondrogene und
adipogene Differenzierung der Zellen beinhaltet und in vitro durch Differenzierungs-

Assays und spezifische Farbungen nachgewiesen werden kann.
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1.3 Dentale mesenchymale Stammzellen

Stammzellen aus dem Knochenmark sind derzeit die am hadufigsten verwendeten und
vermutlich am besten charakterisierten MSCs. Neben dem Knochenmark gelang es
mittlerweile, eine Reihe weiterer adulter Gewebe mit Stammzellnischen zu
identifizieren. Hierzu gehoren unter anderem die Haut, Haarfollikel, das Gehirn und die
Zahnpulpa (Shi and Gronthos, 2003) sowie weitere dentale Gewebe. Die dentalen
Stammzellen werden aufgrund ihrer zentralen Rolle in dieser Arbeit naher beschrieben.
Gronthos et al. identifizierten in Pionierstudien bereits im Jahr 2000 eine Population
humaner Pulpastammzellen (dental pulp stem cells, DPSCs) und schufen damit erste
grundlegende Erkenntnisse. In den folgenden Jahren wurden diese Zellen fortwahrend
weiter charakterisiert und mit Knochenmarksstammzellen (bone marrow mesenchymal
stem cells, BMSCs) verglichen. Die proliferativen, regenerativen und differenziellen
Eigenschaften dieser Zellen innerhalb dentaler Gewebe definieren diese als
Stammzellen (Graziano et al., 2008). Stammzellen aus dentalem Gewebe stellen selbst
eine heterogene Population dar und weisen eine Reihe an Unterscheidungsmerkmalen
beziiglich des jeweiligen entnommenen, dentalen Gewebes auf (Bluteau et al., 2008;

Ulmer, 2010).

Dentale mesenchymale Stammzellen (DMSCs) koénnen anhand ihrer Lokalisation
unterteilt werden. Man unterscheidet 5 Haupt-DMSCs: Stammzellen aus der Pulpa,
sogenannte dental pulp stem cells (DPSC), Stammzellen ausgefallener Milchzdhne (stem
cells of human exfoliated deciduous teeth, SHEDs), Stammzellen des parodontalen
Ligaments (periodontal ligament stem cells, PDLSCs), sowie vom apikalen Bereich (stem
cells of the apical papilla, SCAPs) und Stammzellen aus Vorldufern des Dentalen Follikels
(dental follicel stem cells, DFSCs) (Botelho et al., 2017) (Bluteau et al., 2008) (Hynes et
al., 2012; Miura et al.,, 2003) (Navabazam et al., 2013). Zdhne stellen daher ein
besonderes Reservoir zur Gewinnung unterschiedlicher adulter undifferenzierter Zellen
fur Forschungszwecke mit vielseitigem Anwendungspotenzial dar (Mao, 2008). Die
dentalen Stammzellen sind durch eine Reihe spezifischer Eigenschaften charakterisiert,
welche durch ihren Ursprung aus der Neuralleiste bedingt sind und sie beispielweise von

den BMSCs abgrenzen.
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1.3.1 Entwicklungsbiologischer Hintergrund dentaler Stammzellen

Die kraniofaziale Entwicklung stellt eine Abfolge von komplexen morphogenen
Ereignissen mit zahlreichen Interaktionen dar. Verschiedene zelluldre Quellen sind an
der Bildung der Gesichtsstrukturen beteiligt: Neben den drei Keimblattern, kraniales
Ekto- und Endoderm, Mesoderm, gehort hierzu die Neuralleiste, die in diesem
Zusammenhang als sogenanntes viertes Keimblatt benannt wird (Shyamala et al., 2015).
Die Formation der Neuralleiste beginnt wahrend der friihen Embryogenese am Rand
zwischen  Ektoderm  und  Neuralplatte. Als  voriibergehende  Zellquelle
neuroektodermaler Zellen nimmt die Neuralleiste eine zentrale Rolle wahrend der
Entwicklung und Morphogenese des Gesichts ein. Die Neuralleistenzellen emigrieren
von dort aus in unterschiedlichen Strémen zur Bereitstellung neuroektodermaler Zellen,
zu welchen die dentalen mesenchymalen Stammzellen gerechnet werden (Adameyko
and Fried, 2016). Chai et al. zeigten erstmals den groRen Beitrag, den die Zellen der
Neuralleiste zur Bildung des dentalen Mesenchyms, der Pulpa und des parodontalen
Ligaments, von Zahnzement und Dentinmatrix sowie des Unterkieferknochens und

vieler weiterer assoziierter Strukturen beitragen (Chai et al., 2000).

peripheral nerve
with associated cells

4//7\\\‘

schwann bone marrow  endoneural dental mesenchymal
melanocytes neurons cells stromal cells fibroblasts stem cells

Abb. 4: Nerven und Nerven-assoziierte Zellen als Zellquelle fiir neuroektodermale Zellen. Sie sind eine
Nische fiir verschiedenste Zellquellen und tragen einen groRen Beitrag zur kraniofazialen Entwicklung bei,
welche die Zahnentwicklung (Odontogenese) beinhaltet (Adameyko, I., and Fried, K. (2016). The Nervous
System Orchestrates and Integrates Craniofacial Development: A Review. Front Physiol 7, 49.).

In der 4. Woche der Embryogenese wandern Neuralleistenzellen in die Schlundbégen
ein, sodass der groRte Teil des Mesenchyms neuroektodermalen Ursprungs ist (Ulmer,

2010). Die Zahnentwicklung beginnt etwa am 40. Tag nach der Befruchtung. Der Beginn

der Hartgewebebildung folgt bereits nach 4 bis 5 Monaten der embryonalen
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Entwicklung. Mit Ausnahme der schmelzbildenden Ameloblasten-Vorldauferzellen,
welche aus dem Ektoderm stammen, sind alle an der Odontogenese beteiligten
Stammzellen neuroektodermalen Ursprungs.

Es findet eine stetige, lebenslange Hartgewebsablagerung, sogenanntes
Sekundardentin, statt, welche zur Verkleinerung der Pulpenkammer und Wurzelkanale
flhrt. Die Zellteilung und sekretorische Aktivitdt der Odontoblasten ist aufgrund der
Tatsache, dass es sich um postmitotische Zellen handelt, limitiert (Ruch et al., 1995). Die
Reparaturkapazitat der Pulpa und folglich die des umgebenden Zahnhartgewebes ist bis
zu einem bestimmen MaRe limitiert und wird lediglich als Antwort in Folge eines Reizes
aktiviert (Shi and Gronthos, 2003). Schadigungen und Reize des Dentins
unterschiedlichster Art, wie durch Karies, ein Praparationstrauma mit
Temperaturerhéhung der Pulpa sowie Frakturen mit Exposition der Pulpa, kénnen zum
Absterben von Odontoblasten fiihren und eine reparative Hartgewebsbildung
veranlassen (Mojarad et al., 2016). Diese Beobachtung legt seit Langerem das
Vorhandensein von Stammzellen innerhalb der adulten Pulpa nach abgeschlossener
Zahnentwicklung nahe. Odontoblasten im dentinanliegenden Odontoblastenlayer
konnen reaktiviert, aber auch Odontoblasten-Vorlauferzellen aus dem Pulpagewebe
rekrutiert und zur Differenzierung angeregt werden. Die Bildung von sogenanntem
Tertiar- bzw. Reizdentin stellt einen funktionellen Beweis dar, dass innerhalb der
postnatalen Pulpa Zellen mit Stammzelleigenschaften enthalten sind. Die
Hartsubstanzablagerung und Reparaturvorgiange der Zahnhartsubstanz stehen im
Gegensatz zu einem stetigen, an die Belastung angepassten, physiologischen Umbau des

Knochengewebes sowie dessen Regenerationspotenzial.

1.3.2 Charakteristische Merkmale dentaler Stammzellen

Aufgrund des neuroektodermalen Ursprungs der dentalen Gewebe stellen deren
Stammzellen einen Neuralleisten-Stammzellphdnotyp dar und exprimieren neurogene
Marker. Es konnte beobachtet werden, dass DPSCs in der Lage sind, sich zu funktionell
aktiven Neuronen zu differenzieren (Arthur et al., 2008). Dieses neurogene Potenzial der

DPSCs wird auf den Neuralleistenursprung dieser Zellen zurickgefiihrt.
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Gronthos et al. und weitere Arbeitsgruppen konnten eine Stammzell-basierte
Regeneration spezifischer, humaner Zahnstrukturen, wie dem Pulpa-Dentin-Komplex
oder PDL-/Zement-Komplex in immunsupprimierten Mausmodellen erreichen
(Gronthos et al., 2000, 2002; Seo et al., 2004). Die charakteristische Fahigkeit der DPSCs,
einen Pulpa-Dentin-dhnlichen Komplex zu bilden, ist eng mit der Fahigkeit der BMSCs

verbunden, Knochen bzw. Knochenmark zu regenerieren (Shi et al. 2001).

Eine haufig genutzte Stammzellquelle stellen die dritten Molaren dar. Diese kénnen in
impaktierte, noch vollstandig von Kieferknochen umgebene, oder in retinierte, teilweise
oder vollstandig durchgebrochene, Weisheitszdhne eingeteilt werden. Im Bereich der
Oralchirurgie fallen MSCs aus extrahierten Weisheitszahnen, vergleichbar mit der
Stammzellgewinnung aus der Spongiosa oder des Knochenmarks bei orthopadischen
Eingriffen, als verwertbares Material an, das sonst verworfen werden wirde. Aufgrund
des relativ geringen operativen Eingriffs einer Weisheitszahnentfernung stellen diese

eine gut zu erreichende Stammzellquelle dar.

In Rahmen dieser Arbeit wurden dentale Stammzellen aus der Pulpa und dem
parodontalen Ligament isoliert und mit Knochenmarks-Stammzellen in Bezug auf die
HPP-relevanten Faktoren verglichen. Diese beiden dentalen Stammzellarten sind im

Folgenden nach aktuellem Forschungsstand beschrieben.

enamel

dentin
tooth crown

dental pulp =
». » #DPSCs
* 42 SHEDs

gingiva —
cementum

PDLSCs

periodontal ligament
dental roots

apex

SCAPs

alveolar bone

Abb. 5: Schematische Darstellung der Lokalisation der analysierten dentalen Stammzellen: DPSCs aus

der Pulpa und PDLSCs aus dem parodontalen Ligament. Diese Abbildung wurde aus ,stem cell-based
approaches in dentistry” mit Genehmigung des Authors Glbernommen (Mitsiadis et al., 2015).
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1.3.3 Stammazellen aus der Pulpa (DPSCs)

Im adulten Pulpagewebe befinden sich verschiedene Progenitorzell-Subpopulationen
mit unterschiedlich ausgepragten Stammzelleigenschaften wie der Selbsterneuerung
und Multipotenz. Ein interessanter Aspekt ist die Tatsache, dass die
Weisheitszahnentwicklung im Gegensatz zur Odontogenese der Milchzahne und der
bleibenden Zahne erst postnatal beginnt. Die postnatale Entwicklung der
Weisheitszahne kann als einzigartige Organogenese gesehen werden, die komplett nach
der Geburt ablauft und somit wahrenddessen dentales embryonales Gewebe im Kiefer
vorliegt (Ulmer, 2010). Auch im Rahmen endodontischer MalRnahmen kann entferntes
Pulpagewebe zur Isolation von DPSCs verwendet werden (Graziano et al., 2008). Adulte
DPSCs besitzen die Fahigkeit, sich zu Dentinmatrix-bildenden Odontoblasten zu
differenzieren. In vivo konnte in immunsupprimierten Mausen die Bildung eines Pulpa-
Dentin-Komplexes beobachtet werden, diese Fahigkeit charakterisiert diese Zellen. Bei
der odontogenen oder osteogenen Differenzierung von DPSCs wurden zur Anlagerung
und Mineralablagerung teilweise Hydroxylapatit-Partikel hinzugegeben (Gronthos et al.,
2000). Dies macht man sich in der Zahnmedizin mit Hilfe von Uberkappungsmaterialien
zur Dentinwundversorgung zu Nutze, um eine Defektliberbriickung, eine sogenannte

,dentine bridge”, durch reparatives Dentin zu erreichen (Neves et al., 2017).

1.3.4 Stammzellen des parodontalen Ligaments (PDLSCs)

Das parodontale Ligament (PDL) stellt einen wichtigen Teil des Zahnhalteapparates
(Parodont) dar. Weitere Bestandteile sind das Zement und der umgebende
Alveolarknochen. Das PDL ist ein Fasernetzwerk, wobei die sogenannten Sharpey schen
Fasern mit Kollagen | als Hauptbestandteil der Aufhdangung des Zahns in der knéchernen
Alveole dienen (Alvarez et al., 2015). Charakteristische Eigenschaften der PDLSCs
konnen vom Aspekt der Zahnentwicklung hergeleitet werden: Dieser Faserapparat
stammt von dem Zahnfollikel ab, einem Bindegewebssackchen, das den Zahnkeim
wahrend der Odontogenese umgibt und ein Reservoir von Zement-bildenden Zellen

enthalt (Seo et al., 2004).
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Die Stammzellen aus dem PDL wurden als eine eigenstdandige Stammazellgruppe in
Abgrenzung zu den DPSCs und BMSCs von Seo et al. charakterisiert (Seo et al., 2004).
PDLSCs stellen eine heterogene Stammzellpopulation dar, die sich einerseits zu
Osteoblasten und andererseits zu Zementoblasten differenzieren kdnnen (Seo et al.,
2004). Charakteristisch war zudem die hohere Expression von Scleraxis als in DPSCs und
BMSCs (Alvarez et al., 2015). Eine Besonderheit der PDLSCs stellt ihre Fahigkeit dar, nach
in vitro Expansion und anschlieBender Transplantation in vivo einen Zement-/PDL-
dhnlichen Komplex bilden zu kénnen (Seo et al., 2004). Das Potenzial der PDLSCs wird
derzeit insbesondere im Bereich der Parodontologie und des Tissue Engineering intensiv
untersucht und eréffnete neue Perspektiven fiir die parodontale Regeneration dieses
spezialisierten Gewebes (lwasaki et al., 2013) (Hu et al., 2017). Die exakte Lokalisation

der PDLSCs ist noch nicht vollstandig geklart (Hynes et al., 2012; Seo et al., 2004).

1.4 Hinfiihrung zur Fragestellung und Vorstellung des in vitro HPP-Modells

In Anlehnung an die Nomenklatur der aktuellen Literatur wird fir die in dieser Arbeit
analysierten Stammzellen aus dem Knochenmark und den dentalen Geweben die
Ubergeordnete Bezeichnung mesenchymale Stammzellen und deren Abkiirzung MSCs
verwendet. Fiir die MSCs aus dem Knochenmark wurde die Abkiirzung BMSCs (bone
marrow mesenchymal stem cells) gewahlt. Die Stammzellen aus der Pulpa werden in
Anlehnung an die mehrheitliche Verwendung in der Literatur als DPSCs abgekiirzt
(dental pulp stem cells) und die Stammzellen aus dem parodontalen Ligament mit der

Abktirzung PDLSCs (periodontal ligament stem cells) von diesen abgegrenzt.

Vergleichende Untersuchungen der Genexpressionsprofile durch ¢cDNA Microarray-
Analysen von DPSCs und BMSCs, welche als reprasentative Vorlauferpopulationen von
Odontoblasten bzw. Osteoblasten gelten, wurden 2009 durch Gronthos et al.
durchgefiihrt. Sie konnten dabei eine dahnliche Genexpression von mehr als 4000 Genen
feststellen. Des Weiteren wurde eine groRe Ahnlichkeit beziiglich der Expression

verschiedener Proteine der jeweiligen Extrazellularmatrix nachgewiesen (Shi et al.,
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2001). Diese und weitere Analysen stellen fiir die vorliegende Arbeit eine Basis zur

weiteren Charakterisierung der BMSCs und DPSCs sowie der PDLSCs dar.

In einem durch Enzyminhibition mit Levamisol induzierten Zellkultur-Modell der HPP soll
die TNAP-abhadngige Genexpression unter osteogenen Differenzierungsbedingungen
analysiert werden. Aufgrund der haufigen Beteiligung dentaler Gewebe bei der HPP

erscheint die Einbeziehung von Stammzellen aus diesem Bereich wichtig.

Levamisol gehort zu den Imidazolthiazolen und ist unter anderem als Anthelminthikum
zur Behandlung von Fadenwiirmern bekannt. In der Literatur ist Levamisol, neben
Theophyllin und L-Homoarginin, als ein nicht-kompetitiver Inhibitor der TNAP mit einer
mittleren inhibitorischen Konzentration von 20 uM beschrieben (Fonta, 2015; Sergienko
and Millan, 2010). Levamisol wird jedoch keine rein spezifische Inhibition der TNAP

zugesprochen (Nowak et al., 2015).

1.5 Fragestellung der Dissertation

Fiir die Charakterisierung und Analyse von MSCs aus drei unterschiedlichen
Mineralisierungs-assoziierten Geweben wurde in dieser Arbeit ein in vitro HPP-Modell
mit einer Levamisol-induzierten TNAP-Inhibition etabliert. Hierflir wurde die Gliederung
in eine basale Charakterisierung mit anschlieBender Differenzierung und TNAP-

abhangigen Analyse vorgenommen und den folgenden Fragestellungen nachgegangen.

Im ersten Teil dieser Arbeit sollten die Voraussetzungen fiir das in vitro Modell der HPP
geschaffen werden. Hierzu sollte die Isolation der DPSCs und PDLSCs etabliert und
experimentell verifiziert werden, um diese anschlieRend fiir vergleichende Analysen mit
BMSCs heranzuziehen. Es sollte jeweils eine reprdsentative Probenanzahl (n=5) der
BMSCs, DPSCs und PDLSCs hinsichtlich ihrer MSC-Charakteristika und
Differenzierungseigenschaften verglichen werden. Welche Gemeinsamkeiten und

Unterscheidungsmerkmale konnen festgestellt werden?
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Die Analyse der Differenzierung dieser BMSCs, DPSCs und PDLSCs bestimmt den zweiten
Teil dieser Arbeit. Welche Genexpression ist fiir die unterschiedlichen MSCs

charakteristisch? Wie verandert sich die Genexpression wahrend der Differenzierung?

In diesem Zusammenhang soll die Auswirkung der TNAP-Inhibition durch Levamisol auf
die osteogene Differenzierung der MSCs untersucht werden. Welche Genexpression ist

an die TNAP gekoppelt und verandert sich mit ihrer Inhibition?

Diese Analysen sollen Aufschluss liber die zentrale Fragestellung nach einer TNAP-
abhangigen Genexpression wahrend der osteogenen Differenzierung geben und zum
ndaheren Verstindnis molekularer Zusammenhidnge bei der HPP beitragen.
Insbesondere sollen translationale Ansdtze fir die Behandlung der dentalen

Problematik abgeleitet werden.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 Verbrauchsmaterial

Folgende Verbrauchsmaterialien wurden verwendet.

Tab. 4: Verbrauchsmaterial mit Bezugsquelle

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Deckglaschen

Filterspitzen

Multiwell-Platten (6-/12-Well-Platten)

Objekttrager

Petrischalen (Nunclon Surface)
Plastikpipetten (1, 2, 5, 10, 20 ml)
Pipettenspitzen
Reaktionsréhrchen

Snap Caps
Sterile Filter

Tubes fur PCR (0,2 ml)

Low Profile PCR-Tubes (weil)
UV-Klvetten

Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?)

Zellkulturflaschen (175 cm?)
Zellschaber (13 mm)

Zentrifugenréhrchen (50 ml)

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG Lauda-
Konigshofen

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG,
Sondheim

Nunc A/S, Roskilde, Danemark

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

A. Hartenstein Gesellschaft fiir Labor- und
Medizintechnik mbH, Wirzburg

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Thermo Electron LED

GmbH, Langeneselbold
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

SPL Life Sciences

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
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2.1.2 Technische Ausstattung

Tab. 5: Gerate mit Bezugsquellen

Ausstattung

Hersteller

Autoklav Systec VX-75
BioPhotometer

Blockheizer DRI Block, DB 2D
CO2-Inkubator Heracell 240i
Fusion SL Vilber Lourmat
GloMax®-Multi Detection System
LSR Il Durchflusszytometer
Kreis-Schuttler 3015

MS2 Minishaker

Mikroskop Wilovert®

Mikroskop Axioskop 2
Multipette® plus

Orion Il Microplate Luminometer
Sonificator Sonopuls

Sterilwerkbanke
Heraeus LaminAir, HA 2472 GS
Herasafe KS

PCR-Blocke (RT-PCR)
MJ Research PTC-200
peqSTAR

PCR-Blocke (qPCR)
TProfessional Thermocycler
DNA Engine Opticon

Pipetten (0,1 pl-2,5 pul)
Pipettierhilfe accu-jet® pro

Wasserbad GFL 1083

Systec GmbH, Linden

Eppendorf AG, Hamburg

Techne, GrofRbritannien

Thermo Fisher Scientific GmbH, Erlangen
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Promega GmbH, Mannheim

BD Bioscience, Heidelberg

GFL Gesellschaft flr Labortechnik mbH, Burgwedel
IKA Works Inc. Wilmington, NC

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Eppendorf AG, Hamburg

Berthold Detection Systems GmbH, Pforzheim

BANDELIN Electronic GmbH & Co. KG, Berlin

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen

Biometra GmbH, Gottingen
MJ Research, Waltham, USA (Biozym Scientific GmbH,
Hess. Oldendorf)

Eppendorf AG, Hamburg
BRAND GMBH & CO KG, Wertheim

Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel
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Zahlkammer

Zentrifuge Biofuge fresco
Zentrifuge fiir PCR-Tubes Sprout
Zentrifuge Mikro 20

Zentrifuge Heraeus Sepatech

Megafuge 1.0 (Zellkultur)

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tab. 6: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Neubauer improved, Marienfeld
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Heraeus Holding GmbH, Hanau

Hersteller

100 DNA-Basenpaar-Marker
2-Mercaptoethanol (2-ME)
Aceton

Agarose

Alizarinrot S
Ammoniaklésung (25 %)
Bovines Serumalbumin (BSA)
DNA-Ladepuffer (RT-PCR)

Dulbecco’s modified eagle’s Medium
(DMEM)

DMEM Ham'’s F-12, mit Glutamin

DMEM high glucose (4.5 g/l),
mit Glutamin

Ethanol

Fotales Kalberserum (FCS)
GelRed®

GoTaq® (qPCR Master-Mix)
Methanol

Magermilchpulver

VWR International, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
Genaxxon Bioscience GmbH, Ulm
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
VWR International, Darmstadt

Life Technologies GmbH, Darmstadt

PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
Biochrom GmbH, Berlin

Genaxxon Bioscience GmbH, Berlin
Promega GmbH, Mannheim

PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
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Olrot
Paraformaldeyd (4 %-ig in PBS)

Proteaseinhibitor (Pl) complete
Phosphat gepuffertes NaCl (PBS)
Propanol

Roti®-Quant

Tris

Triton X-100

Trypanblau

Trypsin-EDTA (0,05 %, 1x)

Tween 20

Wasser, doppelt destilliert (ddH,0)

Wasser, nukleasefrei

Vectashield® Mounting Medium mit

DAPI H-1200

2.1.4 Kits
Tab. 7: Kits
Kits

Certistain, Diagnostica Merck, Darmstadt

Affymetrix, Ohio, USA (Vertrieb durch
VWR International GmbH, Ismaning)
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Gibco, Life Technologies GmbH Darmstadt
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Promega, Madison, WI, USA

Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA
(Vertrieb LINARIS GmbH, Dossenheim)

Hersteller

CSPD® ready-to-use
GoTaq qPCR Mix
Nucleo Spin® RNA Il Kit
Roti-Quant® universal

Roche Deutschland Holding GmbH
Promega, Madison, WI, USA
Macherey-Nagel GmbH and Co. KG, Diiren
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe
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2.1.5 ZELLKULTUR

2.1.5.1 Primare Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden MSCs aus drei verschieden Quellen analysiert: humane
mesodermale Stammzellen aus dem Knochenmark (Bone Marrow Stem Cells, BMSCs)
sowie neuroektodermale Stammzellen aus Pulpagewebe (dental pulp stem cells, DPSCs)
und aus dem entsprechenden parodontalen Ligament (periodontal ligament stem cells,
PDLSCs) extrahierter humaner Weisheitszahne. Die Aufarbeitungs- und
Isolationsprozedur der Zellen aus den drei Geweben (Knochenmark, Pulpa und
parodontales Ligament) ist in den Kapiteln 2.2.1.1 und 2.2.1.2. beschrieben. Zur
Charakterisierung und vergleichenden Analyse wurden jeweils 5 unterschiedliche
biologische Proben verwendet und in alphabetischer Reihenfolge benannt (BMSCs
Donor a-e, DPSCs und PDLSCs jeweils Donor A-E). Die 5 Probenpaare aus
korrespondierenden DPSCs und PDLSCs wurden jeweils aus einem gemeinsamen Donor

isoliert und gleich benannt.

MSCs Probe

BMSCs a-e

DPSCs A-E ‘ jeweils aus einer
[— gemeinsamen

PDLSCs  A-E -/ Donorquelle (A-E)

2.1.5.1.1 Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark (BMSCs)

Die humanen MSCs aus dem Knochenmark (BMSCs) wurden aus Femurspongiosa-
Proben isoliert, welche im Rahmen von Hiftgelenksersatzoperationen in der
Orthopadischen Klinik Kénig-Ludwig-Haus Wiirzburg entnommen und nach vorheriger
schriftlicher Einwilligung der Patienten und zugrundeliegender Genehmigung der
lokalen Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Universitat Wirzburg fir die
Zellkultur bereitgestellt worden waren. Das Alter der mannlichen und weiblichen

Patienten lag zwischen 47 und 76 Jahren.
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2.1.5.1.2 Dentale MSCs: DPSCs und PDLSCs

Samtliche Weisheitszahne, die zur Isolation von Stammzellen aus der Pulpa und dem
parodontalen Ligament (PDL) verwendet wurden, wurden von der Poliklinik fir Mund-,
Kiefer- und Plastische Gesichtschirurgie des Universitatsklinikums Wirzburg zur
Verfligung gestellt. Die Aufklarung und schriftliche Einverstandniserklarung der
Patienten bzw. der Erziehungsberechtigten zur Verwendung der Zdhne erfolgte vor der
operativen Entfernung der Weisheitszahne. Die Gewinnung und Verarbeitung des
biologischen Probenmaterials wurde gemaR einem Ethikantrag des Lehrstuhls fiir Tissue
Engineering und Regenerative Medizin der Universitat Wiirzburg mit Genehmigung
durch die lokale Ethikkommission durchgefihrt (Antragsnummer 182/10 vom
04.04.2011, eine Verlangerung um 5 Jahre erfolgte am 25.11.2015).Zuvor wurden in
Korrespondenz mit Herrn Prof. Schlagenhauf (Leiter der Abteilung fiir Parodontologie in
der Poliklinik fir Zahnerhaltung und Parodontologie des Universitatsklinikums
Wirzburg) Informationen beziglich der Gewinnung dentaler Stammzellen eingeholt.
Des Weiteren wurden Studien sowie bereits etablierte Protokolle und Erfahrungen aus
der Literatur fiir die eigene Etablierung eines Protokolls fiir die Isolation dentaler MSCs

im Labor des Muskuloskelettalen Centrum Wiirzburg (MCW) herangezogen.

Fiir die Isolation von Stammzellen wurden kariesfreie, klinisch und réntgenologisch
unauffallige Weisheitszahne aus Ober- und Unterkiefer verwendet, welche im Rahmen
einer kieferorthopadischen Behandlung oder seltener aufgrund einer Dentitio difficilis
entfernt worden waren. Fir die vorliegende Arbeit wurden Stammzellen aus
Weisheitszahnen von insgesamt 19 Patienten isoliert, pro Patient konnten zwei bis vier
Weisheitszahne verwendet werden. Das Patientenalter lag zwischen 13,5 und 44 Jahren
und durchschnittlich bei 24 Jahren fir die 5 Probenpaare (Donor A-E), anhand derer der
Hauptteil der Untersuchungen durchgefiihrt wurde (Durchschnittsalter der gesamten
Proben war 20,6). Die Geschlechtsverteilung der Donoren aller Proben war
ausgeglichen, fir die 5 Probenpaare lag das Verhaltnis von mannlichen und weiblichen
Donoren bei 4:1. Es gelang im Rahmen dieses Projektes von 5 Donoren (A-E) ein
vollstandiges Probenpaar aus DPSCs und PDLSCs zu gewinnen und fir den Vergleich

heranzuziehen. Somit konnte der Einfluss der Spendervariabilitat insgesamt reduziert

34



Il.  Material und Methoden

und ein direkter Vergleich zwischen den DPSCs (A-E) und den PDLSCs (A-E) ermoglicht
werden. Die Stammzellproben der anderen Donoren (n=14) ohne eine

korrespondierende DPSC- bzw. PDLSC-Probe wurden als Zusatzmaterial verwendet.

2.1.5.2 Zellkulturmedien und Zusatze

Das Zellkulturmedium wurde bei 4 °C gelagert und vor Gebrauch im Wasserbad auf
37 °C vorgewdarmt, um einen moglichst schonenden Umgang mit den Zellen zu
gewadhrleisten. Das fotale Kalberserum (FCS) wurde vor Gebrauch bei 56 °C fir eine
Stunde hitzeinaktiviert und bei -20 °C gelagert. Das Medium wurde regelmalig im
Abstand von 3 bis 4 Tagen gewechselt. Fir alle drei MSCs wurde standardmaRig das
MSC-Kulturmedium DMEM Ham’s F12 mit L-Glutamin und Trypsin-EDTA (0,05 %)
verwendet. Folgende Zusatze wurden vor Gebrauch hinzugefiigt: 10 % hitzeinaktiviertes
FCS, L-Ascorbat (50 upg/ml) sowie 1 % Penicillin/Streptomycin. Dieses MSC-
Kulturmedium wurde in der Wachstumsphase bis zum Beginn der Differenzierung
(BMSCs Passage 1, Passage 2 bei den dentalen MSCs) verwendet. Als Grundlage fiir die
Differenzierungsmedien wurde DMEM High Glucose (4,5 g/l) eingesetzt und die

jeweiligen Zuséatze vor Gebrauch hinzugegeben (Tab. 8).

Tab. 8: Zusammensetzung der Zellkulturmedien

Zellkulturmedien Medium Zusatze
MSC-Standard- DMEM Ham’s F-12 10 % FCS
Kulturmedium 1 % Penicillin/Streptomycin

50 pg/ml L-Ascorbat-2-Phosphat

Kontrollmedium fir DMEM High Glucose 10 % FCS
Differenzierungen (4,5 g/1) 1 % Penicillin/Streptomycin
Osteogenes DMEM High Glucose 10 % FCS
Differenzierungsmedium (4,5 g/l) 1 % Penicillin/Streptomycin

Zusatze direkt vor Gebrauch
(Endkonzentration)

50 pg/ml L-Ascorbat-2-Phosphat
10 mM RB-Glycerophosphat

100 nM Dexamethason
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Adipogenes DMEM High Glucose 10 % FCS
Differenzierungsmedium (4,5 g/l) 1 % Penicillin/Streptomycin

Zusatze direkt vor Gebrauch
(Endkonzentration)

1 uM Dexamethason

500 uM IBMX

1 pg/ml Insulin

100 pM Indomethacin

Tab. 9: Zellkulturzusatze

Zellkulturzusatze Konzentration (Stamml6sung)
Amphotericin B 250 pg/ml

L-Ascorbat 2-Phosphat 50 mg/ml

R-Glycerophosphat 1M

Dexamethason 1 mM (in 100 % EtOH gelost)
3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) 500 mM (in DMSO gelost)

Insulin (humanes rekombinantes) 2 mg/ml

Indomethacin 100 mM (in DMSO gel6st)

Levamisol 41,53 mM (Endkonzentration 1 mM)

2.1.6 Puffer und Losungen
Die Puffer und Losungen wurden nach Herstellerangaben vorbereitet und wenn

nicht anders ausgewiesen bei Raumtemperatur gelagert.

Tab. 10: Puffer und L6sungen

Puffer und Lésungen

Ladepuffer (PCR) (10x) 6,85 M Glycerol
1mM EDTA
4,6 mM Xylencyanolblau
3,7mM Bromphenolblau
in ddH,0
Phosphatgepufferte Salzlésung 9,55g PBS Dulbecco w/o Ca? & Mg ?
(PBS) auf 1000 ml in ddH,0
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Trypanblau-L6sung 0,4 % Trypanblau
0,9 % NacCl
in ddH20
TBE-Puffer (10x) 890 mM Tris
890 mM Borsaure
20 mM EDTA
in ddH20
Tab. 11: Farbelosungen
Farbeldsungen
Alizarinrot S Farbeldsung lg Alizarinrot S
1ml 25 % (v/v) Ammoniaklosung
100 ml dH,0
Olrot-O-Férbeldsung 0,5¢ Olrot-0
(Stammlosung) 100 ml 99 % Isopropanol
Olrot-O-Férbeldsung 3:2 Stammlésung mit dH,0 mischen
(Gebrauchslosung) 24 h stehen lassen
vor Gebrauch filtrieren
Phalloidin-Farbel6sung 5ul Phalloidin Stammldsung
(300 units) 200 units/ml
abgedunkelt bei -20 °C gelagert
200 ul 1 % BSA in PBS
Methanol-Aceton-Fixierlosung  1:1 bei -20 °C gelagert

2.1.7 Antikorper

Tab. 12: Antikorper fiir die Immunzytochemie

Erstantikorper

Verdiinnung

Hersteller

TNAP (B4-78): sc-81754

1:100

(Stamm: 0,2 pg/ul)

Golgi: sc 58770

1:100

(Stamm: 0,2 pg/ul)

mouse serum: sc 45051

1:100

(Stamm: 6,4 pg/ul)

Zweitantikorper

Verdiinnung

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Heidelberg

Hersteller

donkey anti-mouse IgG
NL557 (Phycoerythrin, rot)

1:400
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Alle Antikorper wurden von Thermo Fischer (eBioscience) bezogen und nach

Herstellerangaben eingesetzt. Folgende Antikorper wurden zur FACS-Analyse

verwendet.

Tab. 13: Antikérper fiir die FACS-Analyse (Test: Menge des Antikdrpers, der eine Zellprobe mit 10° - 108

Zellen in einem Endvolumen von 100 pl farbt)

Antikorper Verdiinnung
MSC Marker

CD 44 eFluor 450 0,2 mg/ml
CD 73 PerCP-eFluor 710 5 ul/Test
CD 90 FITC 5 ul/Test
Hamatopoetische Marker

CD 34 FITC 5 ul/Test
CD 45 eFluor 506 5 ul/Test
Endothelium

CD 31 PE-Cyanine? 5 ul/Test
CD 105 APC 5 ul/Test
CD 105 PE-Cyanine? 5 ul/Test
Sonstige

HLA-DR APC-eFluor 780 5 ul/Test
CD 11b APC-eFluor 780 5 ul/Test
CD 14 APC-eFluor 780 5 ul/Test
CD 19 APC-eFluor 780 5 ul/Test

2.1.8 Enzyme
Tab. 14: Enzyme

Enzym

Hersteller

rDNase

Dispase Il (Stamm 10 mg/ml)
Kollagenase (Stamm 10,4 mg/ml)
Reverse Transkriptase

peqGold Tag-DNA-Polymerase

Macherey-Nagel GmbH und Co. KG, Diiren
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Schnelldorf
Promega GmbH, Mannheim

VWR International, Darmstadt (ehemals PEQLAB)
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2.1.9 Primer
Die verwendeten Primer wurden von der Firma biomers.net GmbH (Ulm) oder Eurofins

MWG Synthesis GmbH (Ebersberg) bezogen.

Tab. 15: Primer fiir die RT-PCR, AT=Annealing-Temperatur

Primer Sequenz 5’-3’ Produkt (bp) AT (°C) Zyklen

ALPL (TNAP) s: GCTGAACAGGAACAACGTGA 441 55 33
as: AGACTGCGCCTGGTAGTTGT

EEFla s: CTGTATTGGATTGCCACACG 369 55 21
as: AGACCGTTCTTCCACCACTG

CD73 s: TGGAACCACGTATCCATGTG 301 57 40
as: CTCGACACTTGGTGCAAAGA

CD90 s: CGAACCAACTTCACCAGCAA 173 55 40
as: CTGATGCCCTCACACTTGAC

CD105 s: TCCATTGTGACCTTCAGCCT 176 55 40
as: CTTGGATGCCTGGAGAGTCA

CD34 s: TAGCCTTGCAACATCTCCCA 157 55 40
as: CTTAAACTCCGCACAGCTGG

NES s: ACCTCAAGATGTCCCTCAGC 176 55 40
as: TCA GGACTGGGAGCAAAGAT

OPN s: ACCCTTCCAAGTAAGTCCAA 353 52 40
as: GTGATGTCCTCGTCTGTAGC

SOX 2 s: CCCCTGTGGTTACCTCTTCC 261 55 40

as: CCTCCCATTTCCCTCGTTTT
Tab. 16: Primer fiir die gPCR (Real-Time), AT = Annealing-Temperatur

Primer Sequenz 5’-3’ Produkt (bp) AT(°C)

Haushaltsgen
Rps27a s: TCGTGGTGGTGCTAAGAAAA 141 60

as: TCTCGACGAAGGCGACTAAT

Phosphatstoffwechsel
AP s: GTACGAGCTGAACAGGAACAACG 151 58
as: CTTGGCTTTTCCTTCATGGTG
ANKH s: TTCACAGTCACCTGGAATGC 126 58
as: CAGGGATGATGTCGTGAATG
ENPP1 s: TTGGCTATGGACCTGGATTC 105 60
as: TAGGAGCCGGTGTCAAATTC (76 °C Schmelzschritt)
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Adipogene Differenzierung

FABP4

LPL

PPARG2

s: TACTGGGCCAGGAATTTGAC
as: GACACCCCCATCTAAGGTTATG
s: CCGGTTTATCAACTGGATGG

as: TGGTCAGACTTCCTGCAATG

s: CCAGAAAGCGATTCCTTCAC

as: ACGGAGCTGATCCCAAAG

Osteogene Differenzierung

oC

OPN

RUNX2

Sonstige
CTNAP2

DMP1

GABBR2

NES

P2X7A

WNT2

WNT78B

s: TGACCACATCGGCTTTCAG

as: AAGGGGAAGAGGAAAGAAGG
s: TATGATGGCCGAGGTGATAG
as: CATTCAACTCCTCGCTTTCC

s: CTTCACAAATCCTCCCCAAG

as: ATGCGCCCTAAATCACTGAG

s: ACCATCTGCCAAGTTCATCC
as: GACTCTGGAGAGGCAACCAG
s: AGCATCCTGCTCATGTTCCTTT
as: GAGCCAAATGACCCTTCCATT
s: GCTGCTGATCGACCTGTGTA
as: GGTGTTCTCACAGTGCTCCA
s: ACCTCAAGATGTCCCTCAGC
as: TCAGGACTGGGAGCAAAGAT
s: GGCACCGGAGGAAAATTTGA
as: TGAGGAAGTCGATGAACACA
s: GTGGATGCAAAGGAAAGGAA
as: AGCCAGCATGTCCTGAGAGT
s: TACTACAACCAAGCCGAGGG
as: TGCATCCGGTCCTCTAGAAC
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2.1.10 Software und Online-Quellen

Tab. 17: Software und Online-Quellen

Software bzw. Online-Quelle Unternehmen bzw. Web-Adresse

Adobe Photoshop CS4 Adobe Systems Software Ireland Ltd, Irland

Axio Vision Rel 4.6 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena

Endnote X7.1 Thomson Reuters, New York, USA

Flowlo, Version Tree Star, Inc., Ashland, OR, USA

Fusion Capt Advance SL2 Xpress PEQLAB Biotechnologie GmbH, Miinchen (jetzt VWR)

GraphPad Prism 7 GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA

Image) U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http://imagej.net

Microsoft® Office 2007 Microsoft Corporation, Redmond, WA, US

NCBI Blast http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

NCBI Pubmed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

Primer3web version 4.0.0 http://primer3.ut.ee/

Servier Medical Art elements http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank

Simplicity 4.2 Berthold Detection Systems GmbH, Pforzheim

Software gPCR gPCRsoft 3.1 und Opticon Monitor 3

UEye Mikroskop IDS Imaging Development Systems GmbH, Obersulm
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2.2 METHODEN

2.2.1 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN

Zellkultur mit primaren Zellen

Die Zellkulturtechniken wurden mit steriler Glas- und Plastik-Ausstattung sowie
autoklavierten oder steril-filtrierten Losungen an einer Sterilwerkbank durchgefiihrt.
Die Zellkulturmedien sowie Zusatze und L6sungen wurden stets vor Gebrauch auf 37 °C
vorgewarmt, um eine moglichst schonende Behandlung der Zellen zu gewahrleisten. Die
Zellen wurden bei 37 °C und humifizierter Atmosphare von 5 % CO> in einem HeraCell

240i Inkubator kultiviert.

2.2.1.1 Aufarbeitung der BMSCs

Die humanen mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark (BMSCs) wurden aus
Spongiosa und Knochenfragmenten von Hiftkopfen isoliert, die im Rahmen
orthopadischer Operationen am Konig-Ludwig-Haus Wirzburg entnommen worden
waren. Die Aufarbeitung und Isolation der Stammzellen erfolgte unter S2-Bedingungen
durch die technischen Assistenten des Kénig-Ludwig-Hauses Wirzburg nach etabliertem
Protokoll (modifiziert nach N6th et al, 2002).

Zum Auswaschen der Zellen aus der Spongiosa wurde zundchst DMEM Ham'’s F-12
vorgewarmt und ohne weitere Zusatze verwendet. Hierzu wurde die Spongiosa in sterile
Zentrifugenréhrchen (50 ml) Uberfihrt und diese mit DMEM Ham’s F-12 bis zur
vollstandigen Bedeckung des Gewebes aufgefiillt. Die Proben wurden per Hand
geschiittelt und anschlieRend mit 250 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde entfernt und frisches Medium hinzugegeben. Die Proben wurden erneut kraftig
geschiittelt, um Zellen aus dem Knochengewebe herauszulésen, und der Uberstand von
den sedimentierten Gewebefragmenten in ein neues Rohrchen abgenommen und das
Gewebe wiederum mit frischem Medium versetzt. Dieses Vorgehen wurde 2-3 Mal

wiederholt bis das Gewebe letztendlich beinahe weill erschien. Der gesamte
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abgenommene Uberstand wurde fiir 5 Minuten mit 250 x g zentrifugiert und
anschlielend abgenommen, sodass lediglich die rote Phase des Pellets Ubrig blieb.
Dieses Pellet wurde in 20-30 ml MSC-Kulturmedium resuspendiert und die darin
isolierten Zellen gezahlt. Die Zellen wurden in einer Dichte von 1x 10° in 25 ml Standard-
MSC-Kulturmedium in eine 175-cm? Kulturflasche Gberfihrt. Nach 2-3 Tagen konnten
die BMSCs von anfangs noch vorhandenen nicht adharenten Zellen (z.B. Erythrozyten)
aufgrund ihrer charakteristischen Plastikadharenz durch Abnahme des Mediums und
anschlieRendem Waschen mit steriler phosphatgepufferter Salzlosung (PBS, phosphate

buffered saline) nach und nach selektiert werden.

2.2.1.2 Aufarbeitung und Isolation der dentalen MSCs (DPSCs und PDLSCs)

Die dentalen Stammzellen wurden ausschliefllich aus humanen extrahierten dritten
Molaren aus dem Ober- und Unterkiefer isoliert (Kap. 2.1.5.1.2). Pro Patient konnten
jeweils 2 bis 4 extrahierte Weisheitszdhne fir die Gewinnung der Zellen verwendet
werden. Die Zadhne wurden direkt nach der Extraktion in Standard-MSC-Kulturmedium
Uberflihrt und zur weiteren Praparation zum Muskuloskelettalen Centrum Wirzburg
(MCW) transportiert. Die Aufarbeitung erfolgte innerhalb von 1-2 Stunden nach

Extraktion nach einem hierfur etablierten Protokoll.

Vor der Prdparation wurde die Losung fir den Verdau der Gewebeproben in einem
Reaktionsgefald angesetzt. Das Protokoll fir die Verdaulésung wurde nach der Vorlage
von Karbanova et al. modifiziert (Karbanova et al., 2011) und beinhaltete die Inkubation
mit 0,4 mg/ml Kollagenase und 4 mg/ml Dispase. Der hier verwendete Reaktionsansatz
fir zwei Proben (Pulpa und PDL) mit insgesamt ca. 1500 pl war wie folgt
zusammengesetzt:

842 pl steriles PBS

600 pl Dispase (Endkonzentration 4 mg/ml)

57,6 ul Kollagenase (Endkonzentration 0,4 mg/ml)

Die Prdparation erfolgte an einer sterilen Werkbank unter Einsatz sterilen

Instrumentariums sowie sterilen Lésungen und MSC-Kulturmedien.
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2.2.1.2.1 Isolation von Stammzellen aus dem parodontalen Ligament (PDLSCs)

Zur Gewinnung von Stammzellen aus dem PDL wurden bei der Extraktion mitentfernte
Gewebereste insbesondere des mittleren und teilweise apikalen Drittels der
Wurzeloberflache, mit steriler Pinzette und Skalpell entfernt, teilweise konnte das
Desmodont regelrecht abgezogen werden. Gewebereste im zervikalen Drittel wurden
hierfiir nicht verwendet, um eine Vermischung mit Fibroblasten aus der Gingiva zu
vermeiden (Otabe et al., 2012; Somerman et al., 1988). Die Gewebesticke des
Zahnhalteapparats wurden ggf. nochmals zerkleinert und in die zuvor angesetzte
Verdaul6sung mit einer Endkonzentration 0,4 mg/ml Kollagenase und 4 mg/ml Dispase

Uberfuhrt und in einem Blockheizer bei 37 °C fir eine Stunde inkubiert.

2.2.1.2.2 Isolation von Stammzellen aus der Pulpa (DPSCs)

Das Pulpencavum war in einigen Fallen bereits im Rahmen der Extraktion eroffnet
worden und das Pulpagewebe teilweise freigelegt. Dies war insbesondere bei dritten
Molaren des Unterkiefers aufgrund deren Lage im Kiefer und ihrer Wurzelanatomie der
Fall. Im Falle eines intakten extrahierten Weisheitszahns wurde dieser mechanisch unter
sterilen Bedingungen er6ffnet. Hierflir wurden entweder sterile Zangen verwendet oder
die Zdhne in zuvor autoklavierter, steriler Aluminiumfolie eingepackt und mit Hilfe eines
Hammers zertrimmert. Das Pulpagewebe wurde mit sterilen Pinzetten und Exkavatoren

entnommen.

Das praparierte Pulpagewebe und die Gewebestlicke des parodontalen Ligaments
wurden getrennt in je 700 ul der zuvor angesetzten Verdauldsung fiir eine Stunde bei
37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand abgenommen und die
Gewebeproben je nach Gewebemenge und -gréRRe bis zur vollstandigen Bedeckung in
5-7 ml MSC-Kulturmedium mit dem Zusatz von 2,5 pg/ml Amphotericin B in eine 25 cm?-
Kulturflasche Uberfiihrt. Die Proben wurden anschlieend bei 37 °C und einer

Atmosphare von 5 % CO; inkubiert.
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2.2.1.3 Kultivierung der MSCs

Alle Zellen wurden in Zellkulturflaschen aus Polystyrol mit Filterdeckel in einem Zell-
Inkubator bei konstanten Standardbedingungen von 37 °C, einer Atmosphare von 5 %
CO; und gesattigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zusammensetzung des Standard-
MSC-Kulturmediums ist Tabelle 8 zu entnehmen. Das Medium wurde nach
Standardprotokoll regelmaBig im Abstand von 3 bis 4 Tagen gewechselt. Nach Erreichen
einer ca. 90 %-igen Konfluenz wurden die Zellen in festgelegter Dichte, je nach
vorgesehenem Versuchsansatz, ausgesat oder im Verhaltnis 1:3 passagiert.

Hierflr wurden die Zellen mit sterilem PBS gewaschen, um Serumreste zu beseitigen,
und anschlielend die Zellhaftung durch kurze Inkubation bei 37 °C mit 2 ml einer
vorgewdrmten Trypsin-EDTA-Losung (0,05 %) reduziert und die Zellen somit abgelost.
Durch Zugabe von serumhaltigem Medium wurde dieser Prozess unterbrochen und die
Zellsuspension bei 1200 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands
wurde das Zellpellet in frisch hinzugegebenem MSC-Kulturmedium resuspendiert, die
Zellzahl bestimmt und die Zellen in der jeweils definierten Dichte ausgesat.

In samtlichen Analysen (PCRs, CSPD-Assays, Farbungen) wurden stets Zellen der
gleichen Passage miteinander verglichen: Die BMSCs aus Passage 1, die dentalen MSCs

aufgrund der anderen Aufarbeitung aus Passage 2.

Die Kultivierung der ausgewachsenen dentalen Zellen erfolgte analog zu den BMSCs mit
dem einzigen Unterschied in der Zugabe von Amphotericin B (2,5 pg/ml) bei jedem
Wechsel des Mediums bis zum Aussaen der Zellen in Passage 2 fir die Hauptanalysen,
um Kontaminationen vorzubeugen. Nach der Bildung mehrerer einzelner Kolonien in
den 25 cm?-Flaschen (Passage 0) erfolgte die Uberfiihrung der DPSCs bzw. PDLSCs in
eine 75 cm?-Flasche (Passage 1). Der jeweilige Zeitpunkt wurde je nach
Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen individuell gewahlt. Bei Erreichen einer 90 %-igen
Konfluenz in der 75 cm?-Flasche wurden die Zellen fiir die Differenzierung (Kap. 2.2.1.5)
in 25 cm?-Flaschen und 12-Well Platten sowie fir die immunzytochemische Farbung

(Kap. 2.2.2.5.1) auf einer 6-Well Platte jeweils in definierter Dichte ausgesat.
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2.2.1.4 Zellzahlbestimmung

Um vergleichbare Versuchsbedingungen zu gewahrleisten, wurden die Zellen stets in
einer definierten Dichte ausgesat. Hierzu musste zuvor die Zellzahl in einer Neubauer
improved-Zahlkammer ermittelt werden. Die Zellsuspension wurde durch kraftiges
Pipettieren mit einer Glaspipette gut durchmischt und bei Bedarf durch ein 70 um
Zellsieb gefiltert, um die Zellen vor der Zahlung zu vereinzeln. Fiir die Bestimmung der
Zellzahl wurde eine 2-fache Verdiinnung aus 50 ul Trypanblau-Lésung und 50 pl
Zellsuspension angesetzt. Von dieser Losung wurden nach guter Durchmischung 10 plin
die Zahlkammer appliziert. Es wurden die lebenden Zellen (nicht blau geférbt) in vier
Quadranten einbezogen. Die Anzahl an Zellen pro Milliliter wurde ermittelt, indem die
Zellzahl aus allen Quadranten summiert, der Mittelwert bestimmt und dieser mit dem

Verdiinnungsfaktor 2 und dem Kammerfaktor 10 000 multipliziert wurde.

2.2.1.5 Differenzierung

Die Differenzierung wurde bei allen drei Stammzellarten unter gleichen Bedingungen
durchgefihrt. Als Startpunkt der Differenzierung wurde das Erreichen der Konfluenz
festgelegt. Die Differenzierungsmedien wurden nach Protokoll vor Gebrauch angesetzt
(Tab. 8). Fur die Kontrollen wurde das Kontrollmedium fir Differenzierungen ohne
weitere Zusatze verwendet. Die Stimulation mit Levamisol (1 mM) wurde immer
zeitgleich mit dem Start der Differenzierung begonnen und dieses bei jedem
Mediumwechsel hinzugegeben. Auf den Zusatz von Amphotericin B zu den dentalen
Stammzellproben wurde ab Passage 2 verzichtet.

Zur Differenzierung mit anschlieRender RNA- und Protein-Extraktion nach zwei Wochen
wurden die BMSCs (Passage 1) in einer Dichte von 5x 10° Zellen / 25 cm?Kulturflasche

mit 5 ml Medium in insgesamt 10 Flaschen nach dem folgenden Schema ausgesat:

2x Basale Proben

2x Kontrolle (K)

2x Kontrolle mit Levamisol (ImM) (K + Lev)

2x osteogene Differenzierung (oD)

2x osteogene Differenzierung mit Levamisol (1ImM) (oD + Lev)
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Aufteilung der BMSC-Proben zur Differenzierung. Jeweils eine
Flasche der Duplikate war fiir die RNA- bzw. fiir die Protein-Ernte nach zwei Wochen vorgesehen. Die
Darstellung wurde mit Hilfe von Servier Medical Art Elements (http://www.servier.com/Powerpoint-
image-bank) erstellt. Servier Medical Art ist von Creative Commons 3.0 lizensiert
(http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Die 5 BMSC-Proben (a-e) wurden in dieser Arbeit lediglich osteogen differenziert. Die
adipogene Differenzierung von BMSCs stellte eine gut etablierte Methode dar und
erfolgte im Rahmen eigener Vorversuche (Ergebnisse Kap. 3.7.1), sodass die adipogene

Differenzierung der ausgewahlten 5 BMSC-Proben nicht zusatzlich durchgefiihrt wurde.

Differenzierung der DPSCs und PDLSCs: adipogene und osteogene Differenzierung
Die dentalen Stammzellen sollten neben der osteogenen Differenzierung zusatzlich
hingehend ihrem adipogenem Differenzierungspotenzial untersucht werden, um
hierdurch das Kriterium der Multipotenz in vitro zu bestatigen.

Zellen aus der Pulpa und dem PDL wurden in einer Dichte von jeweils 5000 Zellen/ cm?
bzw. 1,2x 10° Zellen/ 25 cm?-Flasche ausgesat. Fur die RNA- und Protein-Ernte der
differenzierten Proben wurde aufgrund der zusatzlichen adipogenen Differenzierung fiir

die insgesamt zwolf 25 cm?-Flaschen jeder Probe folgendes Schema verwendet:

2x Basale Proben (Standard MSC-Kulturmedium)

2x Kontrolle (K)

2x Kontrolle mit Levamisol (ImM) (K + Lev)

2x osteogene Differenzierung (oD)

2x osteogene Differenzierung mit Levamisol (1ImM) (oD + Lev)

2x adipogene Differenzierung (aD)
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Abb. 7: Schematische Darstellung der Aussaat der DPSC- bzw. PDLSC-Proben zur Differenzierung
(Passage 2). Die RNA- bzw. Protein-Ernte erfolgte nach zwei Wochen, hierfiir war jeweils eine Flasche der
Duplikate vorgesehen. Die Darstellung wurde mit Servier Medical Art Elements erstellt
(http://www.servier.com/Powerpoint-image-bank) (http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/).

Die RNA- und Protein-Ernte (Kap. 2.2.2.1.1 bzw. 2.2.2.4.1) der differenzierten Proben
und deren Kontrollen erfolgte stets nach zwei Wochen, die basalen Proben wurden in
Standard-MSC-Kulturmedium kultiviert und bereits wenige Tage nach dem Aussden

geerntet. Bis zur weiteren Analyse wurden die Proben bei -4 °C aufbewahrt.

Zur spezifischen Farbung der Differenzierung (Olrot-O-/Alizarinrot-Farbung) wurden die

Zellen auf 12-Well Platten ausgesat.

2.2.1.5.1 Adipogene Differenzierung

Zur adipogenen Differenzierung wurden die dentalen Stammzellen in einer Dichte von
5000 Zellen / cm? bzw. mit 1,2x 10° Zellen / 25 cm?-Flasche und mit 1,9 x 10*/ Well auf
einer 12-Well Platte im Triplikat zusammen mit einer Kontrollreihe ausgesat. Das
adipogene Differenzierungsmedium wurde mit den in Tabelle 8 aufgefiihrten Zusatzen

vor Gebrauch angesetzt und alle 3 bis 4 Tage gewechselt.

2.2.1.5.2 Osteogene Differenzierung und Stimulation mit Levamisol (1mM)
Das osteogene Differenzierungsmedium wurde mit den in Tabelle 8 aufgefiihrten
Zusatzen vor Gebrauch frisch angesetzt und alle 3 bis 4 Tage gewechselt. Parallel wurden

Zellen unter osteogenen Differenzierungsbedingungen zusatzlich mit dem TNAP-
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Inhibitor Levamisol (1 mM) stimuliert. Um den Effekt des Levamisols beurteilen zu
kénnen, wurden zudem stets eine Kontrolle mit Kontroll-Differenzierungsmedium ohne

Zusatz sowie eine Kontrollreihe mit Levamisol-Zusatz verwendet.

2.2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.2.2.1 RNA-Isolierung und Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

2.2.2.1.1 Isolierung der RNA

Fiir die RNA-Analyse wurden die basalen Proben nach 4 bis 5 Tagen, die differenzierten
Proben (mit und ohne Levamisol) zwei Wochen nach dem Start der Differenzierung
durch Abnahme des Mediums und anschlieRender Zugabe von 350 pl RA1 Puffer mit
1 % B-Mercaptoethanol (2-ME) unter Verwendung eines Zellschabers abgelost.
Alternativ wurde das Zellpellet direkt nach Zentrifugation in RA1 Puffer mit 1 % 2-ME
aufgenommen. Diese Zelllysate wurden bis zur RNA-Isolation bei -20 °C aufbewahrt. Die
RNA-Extraktion erfolgte unter Verwendung des kommerziell erhéltlichen Nucleo Spin®
RNA Il Kits (Macherey-Nagel GmbH und Co. KG, Diren) und wurde nach
Herstellerprotokoll durchgefihrt (http://www.mn-net.com/Portals/8/attachments/
Redakteure_Bio/Protocols/RNA%20and%20mRNA/UM_TotalRNA.pdf;08/09/17),
abgesehen von folgenden Abweichungen: Nach Zugabe des RAW2- sowie RA3-Puffers
(erster und zweiter Waschschritt) wurde die Zentrifugation jeweils auf 1 Minute anstelle
von 30 Sekunden bei 11 000 x g verlangert. Im letzten Schritt der RNA-Eluierung wurde
anstelle von 60 pl RNase-freien Wassers nur 40 ul verwendet, um die Konzentration der
finalen RNA-Losung zu erhohen. Die isolierten RNA-Proben wurden aufgrund ihrer
Instabilitat stets auf Eis oder bei -20 °C gelagert. Die isolierten RNA-Proben wurden nach
Bestimmung der Konzentration zur cDNA-Synthese und Genexpressionsanalyse mittels

RT- und gPCR eingesetzt.

Die RNA-Konzentration jeder einzelnen Probe wurde mit dem BioPhotometer bestimmt.

Zu Beginn der Messungen wurden 50 pl Tris-Puffer (10 mM) als Leerwert fir RNA
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eingesetzt. Die RNA-Proben wurden zur Messung nach guter Durchmischung in eine
dafiir vorgesehene UV-Kiivette pipettiert. Hierfir wurde in den meisten Fallen das
Verdinnungsverhéltnis von 2 ul der jeweiligen RNA-Probe in 48 pl Tris-Puffer (10 mM)
gewahlt. Das Verhaltnis wurde bei abnormen ODs0-Werten durch Erhéhung des RNA-
Anteils oder weiterer Verdiinnung fiir eine regelrechte RNA-Konzentrationsbestimmung
angepasst. Die Reinheit der RNA wurde durch Bestimmung des ODa2so/280 Wertes

ermittelt. Als Richtwert fir reine RNA gelten OD360/280 Werte von 2.0.

2.2.2.1.2 cDNA-Synthese

Um die Genexpression der drei MSCs zu vergleichen, wurde die reine RNA zunachst im
Rahmen der cDNA-Synthese in die komplementdre DNA umgeschrieben. Fir die cDNA-
Synthese wurde standardmaRig fiir jede Probe 1 ug der isolierten RNA in RNase-freiem
H,O bis zu einem Gesamtvolumen von 17 ul verdiinnt und 1 pl der oligo-dT-Primer
(Stammloésung 50 M) zugegeben. Diese Proben wurden nach dem ersten
Denaturierungs- und Hybridisierungsschritt bei 70 °C fir 5 Minuten anschlieRend
unmittelbar auf Eis gelagert. Nach diesem Schritt wurden zu jeder Probe 7 pl einer zuvor
angesetzten Reaktionsmischung hinzugefiigt, sodass das Gesamtvolumen 25 ul betrug.

Reaktionsmischung pro Ansatz:

5ul 5x-Reverse-Transkriptase 5x-Puffer
0,625 ul  dNTPs (0,2 mM je dNTP)
0,375 ul  RNase-freies H,0

1l Reverse-Transkriptase

Die Proben wurden fiir den Elongationsschritt bei 42 °C fiir eine Stunde und
anschlieRend bei 94 °C fiir weitere 10 Minuten zur Hitzeinaktivierung der Reversen-

Transkriptase inkubiert.
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2.2.2.2 Semi-quantitative Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) und Agarose-
Gelelektrophorese

2.2.2.2.1 Semi-quantitative PCR (RT-PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) dient dem Nachweis und der Amplifizierung
spezifischer DNA-Sequenzen. Der Ablauf ist in die drei Phasen Denaturierung,
Hybridisierung und Elongation unterteilt. Bei der Denaturierung werden die
Doppelstrangbindungen der DNA bei hoher Temperatur aufgebrochen, sodass im
folgenden Schritt der Primer-Hybridisierung sequenz-spezifische Primer an die
komplementare Sequenz binden kdnnen. Die Amplifikation der spezifischen Sequenz
nach Anlagerung der Sense- und Antisense-Primer erfolgt mit Hilfe der hitzestabilen
Tag-Polymerase im Elongationsschritt. Dieser Ablauf wird durch Anderungen der
Temperatur bestimmt und die Reaktion durch Denaturierung des Enzyms beendet. Die
PCR ist von verschiedenen Faktoren wie der MgCl,-Konzentration, der Annealing-
Temperatur (AT) sowie der Anzahl der Zyklen abhangig und kann dariiber gesteuert
werden. Die Annealing-Temperatur sowie die Zyklenanzahl der jeweiligen Primer

musste zuvor experimentell bestimmt werden und ist in Tabelle 15 angegeben.

Alle PCR-Reaktionen wurden zuvor als Mastermix angesetzt. Die jeweilige cDNA-Probe
(1 ul) wurde nach Verteilung des Mastermixes (49 ul pro Ansatz) hinzugefiigt. Um eine
mogliche Kontamination erkennen zu kdnnen, wurde zusatzlich fir jedes analysierte
Gen eine Negativ-Kontrollprobe mit Zusatz von 1 ul RNase-freiem H,0 anstelle der cDNA

mitgeflhrt. Der Ubliche Ansatz pro Probe war wie folgt:

40,3 ul  RNase-freies H,0

5ul 10x-Puffer

0,5 ul dNTPs

0,5 ul Sense-Primer

0,5 ul Antisense-Primer
2 ul MgCl,

0,2 ul Tag-DNA-Polymerase

Es wurden jeweils drei unabhdngige Ansatze zur Verifizierung der Ergebnisse pipettiert.

Die Hybridisierungstemperatur und Zyklenanzahl wurden im Vorfeld abhangig von den
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verwendeten Primerkombinationen getestet und festgelegt (Tab. 15). Die RT-PCRs
wurden in einem Thermocycler nach dem folgenden standardisierten Protokoll
durchgeflhrt (AT = Annealing-Temperatur):

94 °C 3 min
72°C 2 min

94 °C 30 sec
AT 30 sec 21-40x
72°C 1 min pro 1000 bp

AT 1 min
72 °C 2 min
10°C 10 min

2.2.2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese visualisiert. Zur
Herstellung des Agarose-Gels wurden 1,5 % Agarose in 0,5 % TBE-Puffer durch
Erwdarmung in einer Mikrowelle gel6st. Pro 10 ml Agaroselésung wurde 1 pl GelRed®
hinzugefligt. Diese Losung wurde in eine hierfir vorgesehene GieRkammer gefiillt und
im noch flissigen Zustand zwei Kdmme zur Bildung von Gel-Taschen eingesetzt.
Nachdem sich das Gel verfestigt hat, wurde es in eine Gelkammer mit darin enthaltenem
0,5 x TBE-Puffer platziert und die eingesetzten Kaimme entfernt. Als GroRenreferenz
wurden 7 ul des 100 bp-Markers in der ersten Tasche platziert, anschlieend erfolgte
die Beladung der restlichen Taschen mit 10 pl jedes PCR-Produktes nach vorheriger
Mischung mit ca. 3 pl des Ladepuffers (1:10). Zur Auftrennung der Proben wurde eine
Spannung von 80-120 Volt angelegt. Die PCR-Produkte konnten nach der Auftrennung
im Gel durch Interkalation des im Gel enthaltenen GelReds® unter UV-Lichtexposition
des Fusion SL Silber Lourmat als Banden detektiert und mit der Software Fusion Capt
Advance SL2 Xpress erfasst werden. Die densitometrische Auswertung der
Genexpression wurde anschlieRend mit dem Programm Imagel) durchgefihrt. Die
Ergebnisse der semiquantitativen PCR bzw. die Bandenstdrke jedes PCR-Produktes
wurde zur Auswertung auf die Expression des Haushaltsgens EEF1la bezogen. Bei dieser

PCR-Methode handelt es sich um eine Endpunktanalyse, bei der die jeweilige Expression
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am Ende der Amplifikationsphase beurteilt wird und nicht wie bei der gPCR permanent,

im Verlauf der Amplifikation Messungen gemacht werden kdénnen.

2.2.2.3 Quantitative real-time PCR (qPCR)
Bei der gPCR wird das Expressionslevel permanent, wahrend der gesamten
Amplifikationsphase bestimmt und somit ist, durch Festlegen eines spezifischen
Schwellenwerts, eine Analyse und Quantifizierung der Genexpression wahrend der
exponentiellen Phase moglich. Die Reinheit der Produkte kann zudem anhand der
Schmelzkurve beurteilt werden. Die cDNA-Synthese der Proben wurde wie in Kap.
2.2.2.1.2 beschrieben durchgefiihrt und 1:10 mit RNase-freiem H,O verdiinnt. Fir die
gPCRs wurde ein Mastermix nach etabliertem Protokoll angesetzt.
Verwendeter gPCR-Ansatz pro Probe:

10 ul GoTaqg gPCR Mix

0,5 ul sense Primer

0,5 pl antisense Primer

7 ul RNase-freies H,0

Die gPCRs wurden mit einem Gesamtvolumen von 20 pul pro Probe pipettiert, bestehend
aus 18 ul des Mastermix sowie 2 ul der 1:10 verdiinnten cDNA. Zur Kontrolle bzw.
Ausschluss einer Kontamination wurde zusatzlich zu jeder qPCR eine weitere Probe mit
2 pl RNAse-freiem H,O anstelle der cDNA pipettiert. Mit Ausnahme der gPCRs zur
biologischen Validierung der RNA-Sequenzierung (Kap. 2.2.2.7) wurden samtliche gPCRs
der differenzierten Proben mit dem gPCR-Thermocycler von Biometra nach dem

folgenden standardisierten Programm durchgefiihrt:

1 95 °C 3 min

2 95 °C 10 sec

40x 3 58°C  10sec

4 72 °C 10 sec

5 Schmelzkurve 60-95 °C
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Die Spezifizitat des Produkts wurde anhand der Schmelzkurve dargestellt. Des Weiteren
konnte, wenn notig, ein Schmelzschritt in das Protokoll integriert werden (ENPP1). Die
verwendeten Primer fiir die qPCR sind in Tabelle 16 aufgefiihrt. Die gPCRs wurden
jeweils in drei unabhangigen Ansatzen durchgefihrt.

Zur Bestimmung der Effizienz der verwendeten Primer wurde folgende cDNA-
Verdiinnungsreihe verwendet: 1:2; 1:5; 1:10; 1:20; 1:30; 1:50; 1:100 sowie eine H,0-

Kontrolle. Folgender Mastermix mit Angabe pro Probe wurde angesetzt:

10 ul Kappa SYBR Green
0,5 pl Sense-Primer
0,5 pl Antisense-Primer

7 ul RNAse-freies H,0

Hieraus wurden 8 Proben, jeweils aus Mastermix und einer der verdiinnten cDNAs aus
der Verdiinnungsreihe bestehend, pipettiert und dieser Ansatz anschlieend auf drei
Proben aufgeteilt. Die Effizienzbestimmung erfolgte mit Hilfe eines bereits etablierten
Programms am gPCR-Thermocycler (Biometra). Die Effizienzwerte zeigen, wie effektiv

eine qPCR funktioniert und wurden fiir die Auswertung der qPCR-Daten benétigt.

Die Auswertung der gPCRs erfolgte mit Hilfe des Microsoft Office Excel Programms auf
zwei unterschiedliche Methoden (22 und AAct-Methode, Kap. 3.5), anhand derer
jeweils andere Aspekte dieser Analyse hervorgehoben und somit der Fokus auf
unterschiedliche Aspekte der Fragestellung gelegt werden konnte. Die graphische

Darstellung und statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 7.
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2.2.2.4 Proteinanalyse nach Bradford und CSPD-Assay

2.2.2.4.1 Proteinanalyse mit quantitativer Proteinbestimmung

Die Proteinernte aus den basalen Proben erfolgte 4 bis 5 Tage nach dem Ausséaen, die
Ernte der differenzierten Proben zwei Wochen nach Beginn der osteogenen
Differenzierung (mit und ohne Zusatz von 1 mM Levamisol). Um Proteinlysate zu
gewinnen, wurde das Medium entfernt und die Zellen mit sterilem PBS gewaschen.
Nach Zugabe von 350 pl PBS mit Proteaseinhibitor (Pl) (25:1) konnten die Zellen auf Eis
mit Hilfe eines Zellschabers von der Plastikoberflache abgekratzt und bis zur weiteren
Aufarbeitung bzw. Analyse in einem Reaktionsgefald bei -20 °C aufbewahrt werden.

Um die Zellen aufzubrechen, wurde die Zellsuspension unter permanenter Eiskiihlung
mit 10 Impulsen und 80 % Intensitat sonifiziert und anschlieBend 10 Minuten bei 4 °C
und 7500 x g zentrifugiert, um die ungeldsten Zellkomponenten vom Uberstand zu
trennen. Die Proteinkonzentration des Uberstandes wurde nach Herstellerangaben mit
Hilfe der Roti-Quant® Universal-Lésung gemessen. Diese Methode wurde von Bradford
1976 eingefiihrt und basiert auf der Messung des Farbumschlags der braunen in eine
blaue Losung, was vom jeweiligen Proteingehalt der Probe abhangt (Bradford, 1976).
Als Referenz fiir den Proteingehalt der Proben wurde eine Verdiinnungsreihe (0,0; 0,8;
2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ug) mit BSA verwendet. Alle Proben wurden als Duplikate mit je 4 pul
pro Well auf eine farblose 96-Well Platte appliziert. Die Messung des kalorimetrischen
Farbumschlags erfolgte bei 600 nm durch das GloMax®-Multi Detection System. Die

Auswertungen wurden mit dem Programm Microsoft Office Excel 2007 durchgefiihrt.

2.2.2.4.2 CSPD-Assay zur AP-Aktivitaitsmessung von Zelllysaten
Die Anwendung des CSPD®-Assays ermoglicht die Bestimmung der AP-Aktivitat in

Zelllysaten. Als Protokoll diente das etablierte Vorgehen, welches nach der Vorlage von
Ermonval et al. angepasst worden war. Das CSPD®-Substrat in der verwendeten CSPD
ready-to-use-Losung kann durch die AP in ein metastabiles Phenolat-Anion
umgewandelt werden, welches wahrend seines Zerfalls Licht emittiert. Diese
Lumineszenzsignale werden mit einem Luminometer erfasst. Um den Reaktionsprozess

zu spezifizieren, wurde der TNAP-Inhibitor Levamisol in einer finalen Konzentration von
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1 mM (bezogen auf 200 ul Endvolumen) verwendet. Die Werte wurden zu Beginn jedes
Experiments auf einen Gesamtproteingehalt von 2 pug pro Well normiert und die Proben
jeweils in Triplikaten gemessen. Durchschnittswerte wurden anschlieend berechnet,
von diesen wurde einer zur Vergleichbarkeit in der graphischen Darstellung als 100 %

angesetzt und die restlichen Werte darauf bezogen.

2.2.2.4.3 CSPD-Assay der basalen Proben

Die Zelllysate wurden wie in Kapitel 2.2.2.4.1 vorbereitet und auf eine
Proteinkonzentration von 2 pg pro Well in PBS mit PI (25 %) verdiinnt. Diese Losung
wurde fiir jede Proteinlysatprobe zuvor als Mastermix (einen mit und ohne Levamisol-
Zusatz von 1mM) angesetzt. Das gesamte Prozedere erfolgte stets auf Eis. Von jeder
Mastermix-Probe wurden drei Wells mit je 100 ul pro Well auf eine 96-Well Platte
(weiller Boden) appliziert. Hierzu wurden 100 pl des kommerziell erhéltlichen CSPD-
Reagenzes mit einer Multipette® hinzugefiigt, sodass das Endvolumen bei 200 pl pro
Well lag. Die Platte wurde zur Durchmischung leicht geschittelt und fir 5 Minuten bei

37 °C und einer Atmosphdre von 5 % CO, inkubiert. Die Chemielumineszenzsignale

wurden mit Hilfe des Orion Il Microplate Luminometer fiir 1 Sekunde gemessen.

2.2.2.4.4 CSPD-Assay der osteogen differenzierten Proben

Die Aufarbeitung der Proteinlysate und Proteingehaltsbestimmung der differenzierten
Proben erfolgte nach demselben Prozedere wie fiir die basalen Proben beschrieben. Fiir
die Untersuchung der AP-Aktivitdt unter osteogener Differenzierung und dieser unter
Levamisol-Stimulation wurden die Proteinproben (Kontrolle, Kontrolle mit Levamisol,
osteogene Differenzierung und osteogene Differenzierung mit Levamisol) einer

Stammzellart nach 2-wdchiger Behandlung zunachst getrennt verglichen.

In einem weiteren Ansatz wurde die AP-Aktivitdt nach zwei Wochen osteogener

Differenzierung in den 5 BMSCs, DPSCs und PDLSCs untersucht und verglichen.
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2.2.2.5 Farbungen

2.2.2.5.1 Immunzytochemische TNAP-Farbung

Fiir die immunzytochemische Farbung zur Darstellung der TNAP-Expression wurden die
Zellen aller drei MSCs in abgedeckten 6-Well Platten mit eingelegten, sterilen
Deckgldschen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen pro Well ausgesit. Die Zugabe des TNAP-
Inhibitors Levamisol (1 mM) erfolgte ungefdhr 24 h nach dem Aussden, die Zellen
wurden einmalig bis zur Fixierung nach weiteren 48 h stimuliert.

Zur Fixierung der Zellen auf den Deckglaschen wurde das Medium abgenommen, mit
PBS gewaschen und eiskalte Methanol-Aceton-Losung (1:1) fiir 5 Minuten zugegeben
und die Proben anschlieRend fiir 10 Minuten an der Luft getrocknet. Die Zellproben
konnten bei -80 °C bis zur Farbeprozedur gelagert werden. Zu Beginn wurden die Proben
hierzu 3 x fur 5 Minuten mit PBS gewaschen, alle Waschvorgange zur Vorbereitung der
Farbung wurden unter leichtem Schwenken durchgefiihrt. Hiernach wurden die
Zellmembranen durch 20-minitige Inkubation mit 2 ml 0,05 % Tween 20 in PBS
permeabilisiert und zwei weitere Waschschritte mit PBS fiir 5 Minuten angeschlossen.
Unspezifische Bindungsstellen wurden durch eine 30-minutige Inkubation mit 3 %-igem
BSA (Albumin fraction V) in PBS blockiert. Der jeweilige Primarantikorper wurde in einer
1 %-igen BSA in PBS-Losung in der angegebenen Verdiinnung hinzugegeben (Tab. 12).
Je 1 ml dieser Loésung wurde zur Inkubation Uber Nacht bei 4 °C auf die Proben
aufgetragen. Am folgenden Tag wurden die Proben erneut 3 x fiir 5 Minuten mit 2 ml
PBS unter leichtem Schwenken gewaschen, bevor der Zweitantikorper (donkey anti-
mouse NL557, 1:400), welcher mit einem roten Fluoreszenzfarbstoff konjugiert ist,
hinzugegeben wurde. Dieser spezifische Zweitantikorper wurde im Verhaltnis von 1:400
in einer 1 %-igen BSA in PBS-Losung verdinnt und mit je 1 ml pro Well bzw. Probe
verteilt. Die Proben wurden mit dem Zweitantikérper fir 1,5 Stunden abgedunkelt
inkubiert. Die folgenden drei Waschschritte mit PBS flir 5 Minuten wurden ebenfalls
abgedunkelt durchgefiihrt. Nach dem letzten Waschschritt wurden die
Deckglasplattchen in destilliertes H,0 getaucht und nach Abtropfen direkt auf einen mit

einem Tropfen Vectashield Mounting Medium mit DAPI (H-1200) versehenen
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Mikroskop-Objekttrager (ibertragen und fixiert. Die Proben wurden unter dem

Mikroskop Axioskop 2 der Firma Zeiss analysiert und verglichen.

2.2.2.5.2 Immunzytochemische Golgi-Farbung

Zur Analyse des Levamisol-Effektes wurde die Golgi-Farbung durchgefiihrt. Zusatzliche
Proben aller drei MSCs wurden mit einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ Well (6-Well Platte)
mit eingelegtem Deckgldaschen ausgesat. Es wurde jeweils eine Probe mit einmaliger
Levamisol-Stimulation fur 48 h sowie die Kontrolle untersucht. Der verwendete
Antikorper ist in Tabelle 12 aufgefiihrt. Die immunzytochemische Farbung wurde analog

dem zuvor beschriebenen Protokoll durchgefiihrt.

2.2.2.5.3 Phalloidin-Farbung

Die Phalloidin-Farbung wurde zur Darstellung des Zytoskeletts durch Farbung der Aktin-
Filamente mit einem fluoreszierenden Phalloidin-Konjungat verwendet. Es wurden
Kontrollproben sowie nach einmaliger Levamisol-Stimulation (1 mM) geféarbt, um einen
moglichen Effekt des Levamisols auf das Zytoskelett darzustellen.

Fir die Farbung wurde Phalloidin CF488A (Biotium) verwendet. Das lyophilisierte
Phalloidin wurde nach Herstellerangaben in 1,5 ml doppelt destilliertem Wasser
(ddH;0) gelost, um eine Endkonzentration von 200 Units/ml zu erhalten. Diese
Stamml6ésung wird stets lichtgeschiitzt bei -20 °C gelagert. Die Phalloidin-Farbeldsung
wurde durch Zugabe von 5 pl der Phalloidin-Stamml&sung auf 200 pl 1 % BSA-PBS pro
Probe angesetzt. Die Farbung wurde nach etabliertem Protokoll durchgefiihrt:

Die Zellen wurden nach Abnahme des Mediums mit PBS gewaschen und durch
10-mindtige Inkubation mit 4 %-igem PFA fixiert. Drei Waschschritte mit PBS fir je
30 Sekunden erfolgten vor der 5-mintigen Inkubation bei Raumtemperatur mit 0,5 %
Triton X-100 in PBS, das durch Zugabe von 100 pl Triton X-100 zu 20 ml PBS vorbereitet
worden war. Hiernach wurde dreimal mit PBS fiir je 30 Sekunden gewaschen. Die Zellen
wurden mit 3 % entrahmtem Milchpulver in PBS fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, dieses war vor Gebrauch durch L6sung von 30 mg des Milchpulvers pro 1 ml

PBS angesetzt worden. Ein weiterer Waschschritt mit PBS folgte vor der 20-minitigen
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Inkubation mit der Phalloidin-Farbelosung, die abgedunkelt bei Raumtemperatur
erfolgte. AbschlieBend wurde weitere dreimal mit PBS fiir je 30 Sekunden gewaschen
und die Deckglaschen auf einen Objekttrager mit einem Tropfen Vectashield Mounting
Medium mit DAPI (H-1200) Ubertragen. Die Farbung wurde abgedunkelt bei 4 °C

gelagert und am Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 der Firma Zeiss analysiert.

2.2.2.5.4 Spezifische Fiarbungen zum Nachweis der Differenzierung

Fiir die Beurteilung der Differenzierungsfahigkeit mit Hilfe spezifischer Farbelésungen
wurden die Zellen auf 12-Well Platten ausgesat. Die BMSCs-Proben (a-e) wurden in
dieser Arbeit, aufgrund des initialen Fokus der Fragestellung auf die osteogene
Differenzierung und der Tatsache, dass die adipogene Differenzierung der BMSCs im
Labor bereits vielfach nachgewiesen worden war, nur osteogen differenziert. Der
Nachweis des adipogenen Differenzierungspotenzials der BMSCs wurden daher nur im
Rahmen eigener Vorversuche (Kap. 3.7.1) durchgefiihrt. Die BMSCs wurden zur
osteogenen Differenzierung mit anschlieRender spezifischer Farbung mit 1,5 x 10° Zellen

pro Well je als Triplikat nach dem folgenden Schema ausgesit:

K K+ Lev [ oD oD + Lev
(7 )
W w w - Kontrolle (K)
w

- Kontrolle mit Levamisol (K + Lev)

W w W - osteogene Differenzierung (oD)
W w w w - osteogene Differenzierung
mit Levamisol (oD + Lev

Abb. 8: Schematische Darstellung der Aussaat der BMSCs zur Differenzierung fiir die Farbung. Es wurden
jeweils Triplikate ausgesat: K = Kontrolle, K + Lev = Kontrolle mit Levamisol, oD = osteogene
Differenzierung, oD + Lev = osteogene Differenzierung mit Levamisol.

Die DPSCs und PDLSCs wurden zur Methodenetablierung sowie fiir die Analyse bzw. den
Nachweis ihrer Multipotenz sowohl osteogen als auch adipogen differenziert. Fiir die
spezifische Farbung wurden die dentalen MSCs in einer Dichte von 1,9 x 10* Zellen pro

Well jeweils als Triplikate auf 12-Well Platten wie folgt ausgesat:
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Kontrolle (K)

Kontrolle mit Levamisol (K + Lev)

osteogene Differenzierung (oD)

osteogene Differenzierung mit Levamisol (oD + Lev)
+ adipogene Differenzierung (aD)

K K+ Lev oD oD + Lev

(7 X | 7

OO

aD K

B ER)
OO YOl D
YOO YOID®D

& T 2 || & =Y

Abb. 9: Schematische Darstellung der Aussaat der DPSCs bzw. PDLSCs zur adipogenen und osteogenen
Differenzierung und die Levamisol-Stimulation (1mM) fiir den anschlieBenden Differenzierungsnachweis
durch spezifische Farbung. Es wurden jeweils Triplikate verwendet.

J I I

Die Zellen wurden bis zur Farbung nach 3 (adipogen) bzw. 4 (osteogen) Wochen mit dem
jeweiligen Differenzierungsmedium (Tab. 8) versorgt und zum Teil, wie oben dargestellt,

mit einem Zusatz von 1 mM Levamisol stimuliert.

2.2.2.5.4.1 Olrot-O-Fiarbung mit anschlieRender Quantifizierung

Fir den Nachweis der adipogenen Differenzierung wurde die Olrot-O-Farbung zur
spezifischen Farbung von Lipidtropfchen verwendet. Hierflir wurde das Triplikat jeder
Probe nach 3 Wochen Wachstum unter adipogenen Differenzierungsbedingungen,
zusammen mit einer Kontrollreihe, welche mit Kontroll-Differenzierungsmedium
behandelt worden war, nach Protokoll gefarbt. Das Medium wurde abgenommen, die
Zellen mit PBS gewaschen und mit einer 4 %-igen Paraformaldehyd-Losung (PFA) fiir
10 Minuten fixiert. Hiernach wurden die Zellen mit ddH,0 gewaschen und fiir 5 Minuten
mit 60 %-igem lsopropanol versetzt. Fir die Farbung wurde stets frisch gefilterte
Farbelosung verwendet und zur Einwirkung flir 10 Minuten auf den Zellen belassen.
Nach Abnahme der Farbelésung wurde erneut mit 60 %-igem Isopropanol gewaschen,
wobei auf eine kurze Einwirkzeit geachtet wurde, und nach Abnahme dessen die Zellen

nochmals mit ddH,0 gewaschen wurden. Angefarbte Lipidvesikel wurden bei 10-facher
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VergroRerung unter dem Mikroskop begutachtet. Die Quantifizierung der
aufgenommenen Farbelosung durch die Lipidtropfchen erfolgte nach Entfernung des
Wassers mit komplett trockenen Well-Platten. Die Farbelésung wurde hierfir mit
300 pl 100 %-igem lIsopropanol pro Well unter Eiskiihlung, zur Verminderung der
Verdunstung, sowie unter leichtem Schwenken fiir 10 Minuten herausgeldst. Diese
Losung wurde aus den Wells in jeweils ein Reaktionsrohrchen iberfiihrt und als Duplikat
mit je 90 pl pro Well auf eine durchsichtige 96-Well Platte pipettiert. Die Auswertung
erfolgte mit dem GloMax®-Multi Detection System bei einer Wellenlange von 450 nm

relativ zur jeweiligen Kontrolle.

2.2.2.5.4.2 Alizarinrot-Farbung

Die Alizarinrot-Farbung zur Darstellung und Quantifizierung der osteogenen
Differenzierung wurde bei allen drei MSCs stets nach demselben Protokoll durchgefiihrt.
Die Farbung erfolgte 25 bis 28 Tage (3,5 bis 4 Wochen) nach dem Start der osteogenen
Differenzierung. Zuvor wurde das Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen und
durch Zugabe von eiskaltem Methanol (500 ul/ Well) fir 5 Minuten fixiert. Nach kurzer
Lufttrocknung wurden die fixierten Zellen mit ddH.0 gewaschen und fir 2 Minuten mit
der zuvor angesetzten Alizarinrot-Farbelosung (Tab. 11) inkubiert. Nach Abnahme der
Farbel6sung wurden die Wells dreimal mit ddH,0 gewaschen und im letzten Schritt an

der Luft getrocknet. Die Farbung wurde unter dem Mikroskop bewertet.

2.2.2.6 FACS-Analyse

Eine FACS-Analyse kann zum Nachweis von typischen MSC-Oberflachenmarkern der
isolierten Zellen aus Pulpa und PDL eingesetzt werden. Zudem konnte diese Analyse
dazu verwendet werden, um diese Zellpopulationen mit den als Positivkontrolle
eingesetzten BMSCs zu vergleichen. Die Antikérper der hierfiir ausgewahlten
Oberflachenmarker sind in Tabelle 13 aufgefiihrt, in die Auswahl wurden entsprechend
den Minimalkriterien flir MSCs typische Oberflachenmarker sowie relevante Marker aus

der Literatur einbezogen (Alge et al., 2010; Dominici et al., 2006; Karbanova et al., 2011).
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Die Antikorper wurden nach Herstellerangaben verdinnt und nach etabliertem
Protokoll eingesetzt. Zur Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden reprasentative Proben
aller drei MSC-Gruppen verwendet: Die Analyse erfolgte bei einer BMSC-Probe, um
Richtwerte zu erhalten, da diese bereits als MSCs deklariert und als solche verwendet
werden. Zur Bestatigung der Isolation von (Stamm-) Zellen aus dem dentalen Gewebe
mit Expression der typischen MSC-Oberflaichenmarker wurden zusatzlich vier
Probenpaare aus Pulpa und entsprechendem PDL (n = 4, Proben 1-4 benannt) in der
FACS-Analyse untersucht. Diese Zellen wurden bis zur Passage 2 kultiviert, da Zellen aus
dieser Passage fiir samtliche Methoden zuvor verwendet worden waren und somit die
Vergleichbarkeit der FACS-Ergebnisse mit den 5 ausgewadhlten Probenpaaren (A-E)
gegeben war. Die Proben aus Pulpa und PDL wurden nach dem folgenden Prozedere
vorbereitet: Nach erreichter Konfluenz in Passage 2 wurde das Medium abgenommen,
die Zellen mit PBS gewaschen, mit Trypsin abgeldst, zentrifugiert und die Zellzahl
bestimmt. Pro FACS-Réhrchen wurde eine Zellzahl von 2-4 x 10° verwendet (nach
Protokoll werden pro Réhrchen 0.1-0.5 x 10° Zellen bendtigt). Die verdinnten
Antikorper (AK) bzw. Antikdrpermix sowie die Pufferldsung aus PBS mit 1 % FCS fir die
ungefarbte Kontrolle wurden zuvor angesetzt. Vor der AK-Farbung wurden die lebenden
Zellen der Proben mit dem fixierbaren viability dye (FVD) gefarbt. Hierzu wurden die
Zellen in Zentrifugenréhrchen Gberfihrt, fiir 5 Minuten bei 1200 x g zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und zweimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in der
zuvor angesetzten FVD-Gebrauchslosung resuspendiert, gut durchmischt und fir
30 Minuten bei 4 °C abgedunkelt inkubiert. Als letzter Vorbereitungsschritt fir die
Oberflachenmarkerfarbung wurden die Zellen mit 1 % FCS in PBS gewaschen. Fir die AK-
Farbung wurden die Zellen 5 Minuten bei 1200 x g zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen, im vorbereiteten AK-Mix (50 pul) resuspendiert und fiir 30 Minuten auf
Eis inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml PBS mit 1 % FCS hinzugegeben, erneut
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und die Zellen in 200 pl 2 %-igem PFA
resuspendiert. Zur Fixierung wurden die Zellproben fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert und
ein weiteres Mal 1 ml PBS mit 1 % FCS hinzugegeben, zentrifugiert und nach Abnahme

des Uberstandes die Zellen in 200 ul PBS mit 1 % FCS resuspendiert. Die vorbereiteten
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FACS-Proben wurden bis zur Analyse abgedunkelt bei 4 °C aufbewahrt. Die FACS-Analyse
wurde am Institut fir Virologie und Immunbiologie der Universitat Wirzburg von
Frau Dr. Marietta Herrmann (IZKF Nachwuchsforschergruppe, Lehrstuhl fiir Orthopadie)
mit dem LSR Il Durchflusszytometer der Firma BD Bioscience durchgefiihrt. Die

Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo ebenfalls durch Frau Dr. Herrmann.

2.2.2.7 RNA-Sequenzierung (RNA-Seq)

Die RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) ist auch als Next-Generation-RNA-Sequenzierung
bekannt. Sie stellt eine moderne, hochsensitive Methode zur hypothesenfreien
Expressionsanalyse dar und ermoglicht die Analyse ganzer Transkriptome sowie die
Identifizierung und Quantifizierung einzelner Transkripte (Wang, Gerstein, et al., 2009)
(http://www.sysmed.uni-wuerzburg.de/wissenschaftliche_expertise/).

Fir die RNA-Sequenzierung wurden von den ausgewdhlten 5 PDLSC-Proben (A-E), die
bereits flir samtliche Analysen verwendet worden waren, jeweils die osteogen
differenzierten RNA-Proben sowie diese mit zusatzlicher Levamisol-Stimulation
ausgewahlt (5 x oD, 5 x oD+Lev). Mit dieser Methode sollte der Einfluss des Levamisols
auf die osteogene Differenzierung auf RNA-Ebene nadher analysiert werden. Die Analyse
von Anderungen in der Genexpression ist fiir das Verstindnis der Zellreaktion auf
interne und externe Stimuli sehr hilfreich. Die RNA-Seq sowie deren bioinformatische
Auswertung wurden an der Core Unit Systemmedizin der Universitat Wiirzburg unter
der Leitung von Dr. Konrad Forstner durchgefiihrt. Hierflr wurde von jeder der 10 RNA-
Proben 1 pg auf Eis Gbergeben und die RNA-Qualitdt am Bioanalyzer nach der in der
Core Unit Ublichen Methode bestatigt. Die anschlieBenden Analysen wurden von
Dr. Richa Bharti durchgefiihrt. Die Auswahlkriterien fir die Erstellung der Heatmap und
die Verteilungsanalyse wurden mit einem log2 fold change und einem p-value von
p < 0.05 festgelegt. Nach bioinformatischer Auswertung der RNA-Seq wurden einzelne
Gene zur weiteren Analyse und biologischen Validierung mittels gPCRs mit je drei
unabhangigen Durchfliihrungen ausgewadhlt. Diese gPCR-Validierungen wurden am

Thermocycler Opticon durchgefiihrt.
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2.2.2.8 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 7. Die Gaus’sche Verteilung
wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov Test liberprift und hiervon abhangig anschlieBend
mit einem parametrischen bzw. einem nicht-parametrischen Testverfahren
ausgewertet. Flir den paarweisen Vergleich wurde entweder der t-Test
(Normalverteilung) oder der two-tailed Mann-Whitney U Test (nicht normalverteilt)
verwendet. Um mehrere Gruppen (mehr als 2) untereinander vergleichen zu kénnen,
wurde bei Normalverteilung der ANOVA Test mit Tukey Posthoc-Test verwendet, wenn
diese nicht erfullt war, wurde der Kruskal-Wallis Test mit Dunn’s Posthoc-Test
angewandt. Die Statistik wurde fiir die CSPD-Assays, die Olrot-O-Quantifizierung und
alle gPCRs berechnet. Statistisch signifikante Ergebnisse wurden unterhalb der

Abbildung erwahnt. Die Signifikanzgrenze wurde bei einem p-value von p < 0.05 gesetzt.
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3. ERGEBNISSE

In der vorliegenden Arbeit wurden die Aspekte der Fragestellung anhand derselben
5 BMSC-Proben zusammen mit den 5 dentalen MSC-Probenpaaren aus DPSC- und
PDLSC-Proben untersucht. Die Vergleichbarkeit zwischen den DPSCs (A-E) und
korrespondierenden PDLSCs (A-E) wurde durch die Isolation aus denselben 5 Donoren
unter Berlcksichtigung der alphabetischen Reihenfolge erreicht und die

Spendervariabilitdt somit so gering wie moglich gehalten.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Isolation und Kultivierung dentaler MSCs aus der
Pulpa und dem PDL etabliert und die so gewonnen Proben der DPSCs und PDLSCs auf
basaler Ebene analysiert. Hierbei wurden Charakteristika der DPSCs und PDLSCs
herausgearbeitet und bezliglich der basalen Genexpression und der AP-Aktivitdt in

Referenz zu den basalen BMSCs verglichen.

Der zweite Teil sollte Aufschluss tiber die zentrale Fragestellung dieser Arbeit nach einer
TNAP-abhdngigen  Genexpression der drei Stammzellarten geben. Das
Differenzierungspotenzial wurde anhand derselben DPSC-, PDLSC- und BMSC-Proben
charakterisiert. Parallel dazu wurde mit diesen Zellen durch Levamisol-Zusatz ein in vitro
HPP-Modell umgesetzt, um den Einfluss einer in vitro TNAP-Inhibition auf die osteogene

Differenzierung, die Genexpression und die AP-Aktivitat zu analysieren.
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Teil I: Isolation dentaler Stammzellen und basale
Charakterisierung

3.1 Isolation und Kultivierung dentaler Stammzellen

Fir die Charakterisierung der dentalen MSCs und die Analyse im in vitro HPP-Modell
wurde zunachst die Isolation und Kultivierung dentaler Stammzellen aus zwei
verschiedenen Geweben - der Pulpa (DPSCs) und dem PDL (PDLSCs) - etabliert. Diese
Zellen standen anschlieBend fir vergleichende Analysen untereinander sowie mit den
BMSCs zur Verfigung. Um vergleichbare Bedingungen zu erhalten, wurde die
Kultivierung an das bereits etablierte Zellkulturprotokoll fiir BMSCs angepasst und alle
Zellen mit demselben Zellkulturmedium kultiviert. Lediglich die Aufbereitung der
dentalen Gewebe, einschlieBlich des enzymatischen Verdaus sowie der Zusatz von

Amphotericin B bis zum Beginn der Passage 2 sind hier zu nennen.

Abb. 10: Beispiele aus der Aufbereitungsprozedur zur Isolation der DPSCs und PDLSCs. Die
Weisheitszdhne wurden, wenn sie nicht bereits intraoperativ geteilt wurden, mechanisch eroéffnet.
Pulpagewebe (rot) und parodontales Gewebe (blau) wurde anschlieRend zur Isolation der Stammzellen
herausprapariert.

Primar stellte sich die Gewinnung einer ausreichenden Menge an Stammzellen aus den
Pulpen und dem parodontalen Ligament, sowie deren sterile Kultivierung als
Herausforderung dar: Wie erwahnt, wurden fiir die Etablierung der Isolation dieser
Stammzellen im Labor des MCW Weisheitszahne von insgesamt 19 Donoren verwendet.
Hierbei gelang es, aus allen Zdhnen Zellen mit den typischen MSC-Charakteristika zu
isolieren (Kapitel 3.2, 3.3.2 und 3.7), wahrend sich die anschlieBende Kultivierung dieser

aus Kontaminationsgriinden initial als schwierig erwies. Es gelang aus diesem
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Probenmaterial 5 vollstindige Probenpaare (A-E) aus DPSCs und PDLSCs
zusammenzustellen, und fir samtliche Versuche (Ausnahme FACS-Analyse) zu
verwenden. Diese Zusammenstellung diente der besseren Vergleichbarkeit zwischen
den DPSCs und PDLSCs, da hierdurch der grolRe Einfluss der Spendervariabilitat, wie er
allgemein bei primdren Zellen vorliegt, reduziert werden konnte. Die dentalen MSCs
konnten paarweise direkt miteinander verglichen werden. Mit n=5 wurde eine lbliche

Anzahl fiir reprasentative Ergebnisse von Untersuchungen an primaren Zellen erreicht.

DPSC

PDLSC

Abb. 11: Mikroskopische Aufnahmen zur Veranschaulichung der 5 Probenpaare (Donor A-E) aus DPSCs
und PDLSCs, die fiir die Hauptanalysen dieser Arbeit verwendet wurden. Der Mal3stab betragt 250 um.

3.2 Morphologie und Proliferation der dentalen Stammazellen

Die isolierten dentalen Zellen schienen sich morphologisch nicht von den parallel
kultivierten BMSCs zu unterscheiden. Alle kultivierten Zellen wiesen eine fiir MSCs
typische fibroblastenartige, spindelformige Morphologie, wie sie in der Literatur
mehrfach beschrieben ist (Kemp et al.,, 2005), sowie die Plastik-Adhdrenz und ein
kolonieartiges Wachstum auf. Initial erschienen die adhdrenten Zellen aus den dentalen
Geweben kubisch bis rundlich mit weniger deutlichen Pseudopodien. Nach wenigen
Tagen konnte eine spindelformige bis sternartige Morphologie, wie sie fiir MSCs
charakteristisch ist, beobachtet werden (Abb. 12). Nach der Passage wurde das

Erscheinungsbild der Zellen stetig homogener.
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11Tage

DPSC

PDLSC

Abb. 12: Zellkultur-Beispiel einer DPSC-Probe und PDLSC-Probe nach 7 bzw. 11 Tagen. Beide wiesen eine
flir MSCs typische fibroblastenartige Morphologie und ein kolonieartiges Wachstum auf. Unten links ist
das Auswachsen von Zellen aus einer PDL-Gewebeprobe sehr anschaulich. Der MaRstab betrdgt 250 um.

Ein sehr auffalliges und bestdandiges Merkmal der in vitro Kultivierung war die deutlich
schnellere Proliferation der PDLSCs im Vergleich zu den entsprechenden DPSCs.
Insbesondere innerhalb der ersten Tage in Passage 0 konnte ein schnelles, zu dichten
Kolonien fiihrendes Proliferationsverhalten der PDLSCs im Vergleich zu dem sehr
vereinzelten und eher verstreuten Wachstum der DPSCs beobachtet werden (Abb. 13).
Diese rasante Expansion der PDLSCs wurde ebenfalls von Trivanovic et al. beschrieben
(Trivanovic, Jaukovic et al. 2015). In jedem der 5 verglichenen Probenpaare waren die
PDLSCs einige Tage friiher konfluent als die DPSCs und somit friher bereit flir die
Passage bzw. das Ausplattieren fiir die Versuchsdurchfiihrung. Durchschnittlich konnte
zwischen samtlichen kultivierten DPSCs und PDLSCs eine Differenz von 5-6 Tagen bis zur
Konfluenz beobachtet werden: Die DPSCs bendtigten ab Passage 0 (verdaute
Gewebestlicke in Medium Uberfihrt) durchschnittlich 29 Tage, die PDLSCs nur 23 Tage

bis zur Konfluenz in Passage 1.
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Abb. 13: Morphologie und Wachstumsverhalten der DPSCs und PDLSCs im Vergleich, dargestellt anhand
eines reprasentativen Probenpaares. Die Aufnahmen wurden bei 10-facher VergroRerung aufgenommen.
Der MafRstabsbalken bemisst eine Distanz von 250 um. T = Tage nach der Prdparation, P = Passage.

3.3 Ergebnisse der basalen Charakterisierung

In dieser Arbeit wurden die MSCs zu unterschiedlichen Zeitpunkten bzw. unter
unterschiedlichen Bedingungen verglichen. Im diesem ersten Teil der Analyse erfolgten
zunachst basale Untersuchungen der Genexpression mittels RT-PCRs (Kap. 3.3.1) und
der AP-Aktivitdt anhand des CSPD-Assays (Kap. 3.3.3). Diese wurden mit den
ausgewahlten Proben, bestehend aus den 5 BMSCs- und den 5 DPSCs- und 5 PDLSCs-
Proben, durchgefiihrt. Die Zellen wurden fiir die basalen Analysen nach wenigen Tagen

geerntet und RNA bzw. Protein fiir die Untersuchungen isoliert.

3.3.1 Basale Genexpressionsanalyse der BMSCs, DPSCs und PDLSCs

Die basale Genexpression wurde durch RT-PCRs analysiert. Die 15 Proben, wurden fiir
jedes der analysierten Gene auf ein gemeinsames Gel aufgetragen und unter UV-Licht
analysiert. Es wurden stets drei unabhangige Ansatze zur Verifizierung der Ergebnisse
pipettiert. In Abbildung 14 und 15 sind die Ergebnisse der ersten Durchfiihrung
reprasentativ dargestellt, diese konnten groRRtenteils in den beiden weiteren

Durchlaufen bestatigt werden.
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Die BMSCs, DPSCs und PDLSCs erfiillen die Minimalkriterien der typischen MSC-
Oberflaichenmarker-Expression.

Anhand der basalen RT-PCRs wurden zunachst die sogenannten Minimalkriterien fir
MSC-Oberflachenmarker untersucht (Dominici et al., 2006). Diese umfassen eine Reihe
positiver und negativer Marker, welche in Kap. 1.2 der Einleitung beschrieben sind.
Hiervon wurden CD73, CD90 und CD105 als typische positive MSC-Marker und CD34, ein
Marker, der ausschlieRlich von hamatopoetischen Zellen nicht aber von den MSCs

exprimiert wird (Ponnaiyan and Jegadeesan, 2014), fir die RT-PCR ausgewahlt.
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Abb. 14: Relative Genexpression der basalen MSC-Proben, Ergebnisse der RT-PCRs. Die MSCs sind mit
ihren jeweiligen 5 Proben gruppiert dargestellt: BMSCs (Donor a-e), DPSCs (Donor A-E) und PDLSCs (Donor
A-E). CD34 wurde den Kriterien entsprechend nicht nachgewiesen und ist daher nicht dargestellt.
Zwischen den alphabetisch geordneten Proben der DPSCs und PDLSCs (A-E, hier nicht zusatzlich
beschriftet) ist ein direkter Vergleich moglich.

In allen Proben (n=15) konnten die Marker CD73 und CD90 eindeutig nachgewiesen
werden. CD105 zeigte eine sehr unterschiedliche, spendervariable Expression auf RNA-

Ebene. Entsprechend den Kriterien waren zudem alle Proben vollstandig negativ fir die

Expression von CD34 (nicht graphisch dargestellt).

Des Weiteren wurde die relative Genexpression von TNAP, OPN, SOX2 und NES

verglichen.
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Abb. 15: Relative Genexpression von TNAP, OPN, SOX2 und NES in den basalen Proben. Die jeweiligen
5 Proben sind gruppiert dargestellt, BMSCs (Donor a-e), DPSCs (Donor A-E), PDLSCs (Donor A-E), hierdurch
wird eine individuelle Donor-abhangige Genexpression deutlich. Zwischen den alphabetisch geordneten
Proben der DPSCs und PDLSCs (A-E, hier nicht zusatzlich beschriftet) ist ein direkter Vergleich moglich:
Beispielsweise ist die NES-Expression der 5. Probe (entspricht Probe E) in den DPSCs und PDLSCs am
starksten exprimiert. TNAP = tissue-nonpecific alkaline phosphatase, OPN = Osteopontin, SOX2 = sex
determining region Y box 2, NES = Nestin.

Die TNAP zeigt auf basaler RNA-Ebene ein variables Expressionsmuster mit gro3er
individueller Variabilitat.

Es laginsgesamt eine sehr groRe Donor-Variabilitat vor, sodass keine eindeutige Aussage
getroffen werden konnte, welche der drei MSCs im Allgemeinen die hdchste bzw.
niedrigste TNAP-Expression zeigt. Die starkste Expression insgesamt wurde bei einer der
BMSC-Proben (d) ermittelt, jedoch wurde in den restlichen 4 BMSC-Proben eine deutlich
schwachere Expression gemessen, die zudem meist geringer war als die der DPSC- und
PDLSC-Proben. Des Weiteren konnte aufgrund der Vergleichsmoglichkeit zwischen den
DPSCs und PDLSCs eine etwas starkere Expression in drei der 5 PDLSC-Proben (C, D und
E) als in den entsprechenden DPSC-Proben festgestellt werden. Die enorme Differenz
zwischen den einzelnen Proben wurde hier ebenfalls deutlich: Der héchste Wert der
DPSCs war 10-mal so hoch wie der niedrigste, bei den PDLSCs schwankte die Differenz

um das 26-fache.
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Osteopontin war in den BMSCs basal starker exprimiert als in den DPSCs und PDLSCs.
Osteopontin (OPN) ist ein essentielles Protein fir Mineralisierungsprozesse und
Knochenumbauvorgange. Es wurde erstmals in Osteoblasten entdeckt, ist aber auch in
vielen weiteren Zellen wie Osteoklasten, Osteozyten, Chondrozyten, Odontoblasten,
Makrophagen und glatten Muskelzellen vorhanden. Neben seiner Funktion in der
Biomineralisierung wird OPN zudem eine wichtige Rolle in chronischen
Entziindungsvorgéangen zugeschrieben (Lund et al., 2009). OPN wurde in allen Proben

nachgewiesen, die Expression war insgesamt in den BMSCs am starksten.

Einzelne Proben der dentalen MSCs zeigten eine sehr deutliche SOX2-Expression.

SOX2 gilt neben Oct4 und Nanog als Pluripotenzgen und kodiert fiir einen
Transkriptionsfaktor im Rahmen der Selbsterneuerung undifferenzierter embryonaler
Stammzellen. SOX2 stellt einen wichtigen Kontrollfaktor fiir die Pluripotenz und neurale
Differenzierung dar (Zhang and Cui, 2014). Die Probe A der DPSCs und PDLSCs zeigten
die starkste Expression innerhalb ihrer Gruppe, wobei die DPSC-Probe eine fast 3-fach
hohere SOX2-Expression zeigte als die PDLSC-Probe. In den BMSCs war die Expression

von SOX2 insgesamt sehr niedrig.

Der neurogene Marker Nestin (NES) wies basal eine differenzielle Genexpression in
den BMSCs, DPSCs und PDLSCs auf.

Die Expression des neurogenen Markers Nestin (NES) war insbesondere in drei der 5
DPSC-Proben (A, D, E) sehr deutlich. Bei den PDLSC-Proben wurden relativ geringe
Werte bestimmt. In den dentalen MSCs wies die Probe E die starkste NES-Expression
auf, und war in der DPSC-Probe im Vergleich zur entsprechenden PDLSC-Probe mehr als
doppelt so stark exprimiert. In den BMSC-Proben wurde keine signifikante NES-

Expression detektiert.
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3.3.2 Immunophanotypische Charakterisierung
Nachweis der MSC-Marker auf dentalen Stammzellen durch die FACS-Analyse

Die FACS-Analyse wurde in erster Linie zum Nachweis verschiedener MSC-
Oberflachenmarker herangezogen, um die Isolation dentaler MSCs zu bestatigen und
somit vergleichbare Parameter zu schaffen.

Es konnte eine homogene positive Expression der typischen MSC-Marker (CD44, CD73,
CD90, CD105) gemessen werden. Der Anteil an positiven Zellen ist fur die einzelnen
Marker jeweils separat und als Mittelwert der Proben in Tabelle 17 dargestellt. Alle
Proben exprimierten die MSC definierenden Marker auf mindestens 95 % der Zellen. Die
Mittelwerte lagen bei den DPSCs teilweise bei liber 99 %.

Zusatzlich konnte durch die angewandte Gating-Strategie (Abb. 16) der prozentuale
Anteil der 4-fach positiven Zellen (CD73+, CD44+, CD90+,