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1. Einleitung 

1.1. Das Parodont 

Als Parodont wird ein vielschichtiges Organ 

bezeichnet, welches die Verbindung zwischen dem 

processus alveolaris von Mandibula oder Maxilla 

und den Zähnen vermittelt [1], sowie - im 

physiologischen Zustand - einen bakteriendichten 

Verschluss zur Verhinderung der 

Erregerpenetration am dentogingivalen Übergang 

bildet [2]. 

1.1.1. Anatomie und Physiologie 

Das Parodont besteht aus vier Komponenten, die 

ektomesenchymalen Ursprungs sind und der 

Neuralleiste abstammen [3]: dem Alveolarknochen, dem parodontalen Ligament 

(Desmodont), der Gingiva und dem Zement.  

Der processus alveolaris bildet über seine lamina cribriformis (alveolar bone 

proper/Alveolenknochen) die Zahnfächer, die vom parodontalen Ligament ausgekleidet 

werden [4]. Dieses stellt insbesondere über Fasern des Kollagentyps I und III ("Sharpey-

Fasern") eine Verbindung zwischen dem Wurzelzement und dem Alveolenknochen her [5]. 

Außerdem bildet es ein Reservoir zur Reparation und Regeneration der angrenzenden 

Gewebe [6]. Daran sind vor allem Fibroblasten, Zementoblasten, Zementoklasten, 

Osteoblasten, Osteoklasten, jedoch auch Progenitorzellen mesenchymaler Abstammung 

beteiligt [7]. Die Aufhängung der Zähne durch Sharpey-Fasern inseriert in den das 

Wurzeldentin bedeckende azelluläre Fremdfaserzement [8]. Es existieren insgesamt fünf 

Typen an Zement, welche eine knochenähnliche Zusammensetzung besitzen und einem 

stetigen Umbau durch Zementoklasten und Zementoblasten unterliegen. Der Zement nimmt 

eine essenzielle Rolle in der Heilung dentaler Traumata und Frakturen ein [9]. Die Gingiva 

bildet mit ihrem ortho-/parakeratiniserten Epithel den koronalen Anteil des 

Zahnhalteapparats. Sie erstreckt sich von der vestibulären mukogingivalen Grenze bis hin zur 

palatinalen befestigten Gingiva bzw. der lingualen mukogingivalen Grenze [10]. Die Zähne 

 

Abbildung 1 Aufbau des Parodonts 
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werden durch einen junktionalen Komplex eingeschlossen, welcher nach koronal aus dem 

epithelialen und nach apikal aus dem bindegewebigen Attachment besteht. Letzteres 

vermittelt über Hemidesmosomen eine dentogingivale Bindung mit einem zweischichtigen 

Plattenepithel [11]. Das Epithel wird von apikal nach koronal durch Progenitorzellen der 

basallamina externa stetig erneuert. Neben diesen konnten auch aus der Gingiva, dem 

Ligament und der Pulpa Stamm-/Progenitorzellen isoliert werden (s.u.) [12]. 

 

1.1.2. Parodontitis: Pathologie und Risikofaktoren 

Die Pathologie des Parodonts wird nach neuer Klassifikation (2018) in gingivale und 

parodontale Erkrankungen und Zustände sowie in periimplantäre Erkrankungen und Zustände 

gegliedert [13]. Dabei ist die Parodontitis definiert als entzündliche degenerative Erkrankung 

des Zahnhalteapparates mit progressivem Attachmentverlust und knöcherner Resorption, 

beginnend im koronalen Bereich des Limbus alveolaris.  

Die Prävalenz der Parodontitis, identifiziert über eine Sondierungstiefe von ≥4mm, beträgt 

95% aller Erwachsenen und 99,2% aller Senioren in Deutschland [14]. Von diesen zeigten nach 

der Definition des CDC-AAP [15] 20% einen schweren Verlauf.  

Die Ätiologie der Erkrankung ist vielschichtig und basiert auf einer Veränderung der oralen 

Mikroflora [16] unter Ansiedlung verschiedener parodontalpathogener Erreger (meist Gram- 

Anaerobier) in Form eines bakteriellen Biofilms [17]. Aufgrund der multifaktoriellen Ätiologie 

und der strengen Assoziation zum individuellen Risikoprofil des Patienten wird die 

Parodontitis den non-communicable diseases (NCDs) zugeordnet [18, 19]. 

Bestimmte Bakterien (Porphyromonas gingivalis) bewirken eine Schwächung der epithelialen 

Zellkontakte [20], welches einen Wandel der kommensalen oralen Mikroflora zur 

dysbiotischen Aktivität initiiert. Der Wandel im Environment führt zur Etablierung neuer 

bakterieller Populationen mit hohem pathogenem Potential (z.B. Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans) [21]. Durch Aktivierung des Immunsystems unter Vermittlung von 

Mustererkennungsrezeptoren (PRR) wie Toll-like Rezeptoren (TLR), NOD-like-Rezeptoren 

(NLR) werden proinflammatorische Zytokine (IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α [22]) freigesetzt. Das 

genaue Profil an aktivierten Entzündungsmediatoren hängt vom Erregerspektrum ab und hat 
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großen Einfluss auf die Etablierung und Progression der gingivalen/parodontalen Läsion [23]. 

Durch die Migration von Neutrophilen Granulozyten und anderen Phagozyten (primär 

resorptiv wirkenden M1 Makrophagen) kommt es bei persistierender Inflammation zur 

Freisetzung weiterer Zyto-/Chemokine. Die destruierende Wirkung beruht in erster Linie auf 

der Sekretion reaktiver Sauerstoffspezies (NO•, O•) [24] sowie der Aktivierung von 

Matrixmetalloproteinasen (MMP) [25]. Daraus resultieren eine Vasodilatation lokaler 

Blutgefäße (klinisch erfasst durch das bleeding on probing) und bei Chronifizierung die Lyse 

lokalen Gewebes mit progressiver Osteodestruktion. Die mikrobielle Dysbiose fördert 

außerdem über die Aktivierung von Toll-like Rezeptoren und die Induktion antiapoptotischer 

Signalwege (I3K/Akt, JAK/STAT, MAPK) die orale Karzinogenese [22].  

Der Verlauf und die Inzidenz der Parodontitis können durch Manipulation individueller 

Risikofaktoren positiv wie negativ beeinflusst werden. Besonders Tabakkonsum und Diabetes 

mellitus, aber auch genetische Anomalien (IL-1 Polymorphismus [26]) können mit einer 

steigenden Inzidenz und rascheren Progression der Parodontaler Destruktion assoziiert 

werden [27].  

Abbildung 2 Physiologische und pathologische Anatomie des Parodonts 

Links: physiologische Anatomie des Parodonts; rechts: pathologische Anatomie einer aktiven Parodontitis mit 

generalisiertem horizontalen Knochenabbau, multiplen vertikalen Knochendefekten und Furkationsbeteiligung 

Grad III am ersten Molar. 



Einleitung 

4 

1.1.3. Parodontitistherapie: konventionell und regenerativ 

Die konventionelle Therapie der Parodontitis beschäftigt sich in weiten Teilen mit Methoden 

des Biofilmmanagements und der Generierung aseptischer oraler Bedingungen [28]. Zur 

Mobilisierung des subgingivalen Biofilms können geschlossene nichtchirurgische Verfahren in 

Form verschiedener Debridments und root planing angewandt werden [29]. Je nach 

anatomischen Gegebenheiten und Pathogenese kann der Reinigungseffekt durch offene 

Verfahren unter direkter visueller Kontrolle verbessert werden. Auch wenn die initiale 

antiinflammatorische Therapie die Progression der Erkrankung i.d.R. deutlich reduziert, so 

bleibt die knöcherne Regeneration durch die raschere weichgewebige Reparatio unter 

Ausbildung eines langen Saumepithels zurück [30]. 

Zur Unterstützung der ossären Regeneration vertikaler Knochendefekte können zum einen die 

gesteuerte Geweberegeneration (GTR) unter Abschirmung des Defektes mittels Membran 

[31] mit oder ohne  Defektfüllung durch osteokonduktive (Kollagen, BioOs o.ä) oder 

osteoinduktive (Eigenknochen, PRF) Materialien vorgenommen werden [32]. Auch wird 

versucht das regenerative Potential des betroffenen Gewebes durch den Einsatz von Schmelz-

Matrix-Proteinen zu steigern [33]. Momentan wird an dem Einfluss der Aktivierung von 

Transkriptionsfaktoren wie NFκB und der Beeinflussung des regenerativen und reparativen 

Potentials des Gewebes durch Stammzellen geforscht. Besonders im Fokus sind dabei die 

antiapoptotischen Eigenschaften und die immunomodulatorischen Einflüsse oraler 

Stammzellen und ihr Einfluss auf das orale Mikroenvironment [34, 35]. Dies könnte kurzfristig 

den Heilungsvorgang und auf lange Sicht den Krankheitsverlauf wesentlich beeinflussen [36].  

Klinisch stellt jedoch noch immer die ständige Motivation und Instruktion sowie die 

Eingliederung des Patienten in eine unterstützende parodontale Therapie (UPT) den Schlüssel 

zur Minimierung des clinical attachment loss dar [37, 38]. 

 

1.2. Immunologie 

In Konfrontation mit verschiedensten potentiell pathogenen Erregern, Toxinen oder 

beschädigten entarteten Zellen bieten sich dem Organismus verschiedene Möglichkeiten, sich 

zu schützen. Dazu gehören die Vermeidung des Pathogens durch Abschirmung, die Abwehr 
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eingedrungener Noxen und Erreger sowie die Reparatur der entstandenen Schäden (Toleranz) 

[39]. 

Diese Strategien umzusetzen bzw. zu fördern ist die Aufgabe des Immunsystems. Es wird 

grundsätzlich zwischen der angeborenen Abwehr und der erworbenen (adaptiven) Abwehr 

unterschieden. Beide führen auf unterschiedlicher Weise zur Auslösung von Effektormodulen 

[40, 41]. 

Die angeborene Abwehr bietet durch die Erkennung allgemeiner Muster pathogener Erreger 

(pathogen-associated molecular patterns; PAMPs) einen grundlegenden, aber 

semispezifischen Schutz [42]. Dagegen ist die adaptive Abwehr stark auf spezifische Antigene 

spezialisiert; sie besitzt nach Primärkontakt mit dem Antigen jedoch eine Latenz von ca. 4-5 

Tagen, um effektive Zellpopulationen zu generieren [43]. 

 

1.2.1. Die angeborene Abwehr 

Der angeborene Teil des Immunsystems stellt die erste Linie der Immunabwehr dar. Die 

grundlegenden Bestandteile der angeborenen Abwehr sind physikalisch-chemische Barrieren 

und spezialisierte Immunzellen sowie humorale Komponenten. Sie dienen als Mediatoren zur 

Koordination der Immunreaktion oder zur unverzüglichen Neutralisierung verschiedener 

Pathogene [44]. 

Schon früh haben Organismen Methoden zur Aufrechterhaltung der Homöostase gegen 

wechselnde Umweltbedingungen und zur Verhinderung mikrobieller Invasionen entwickelt. 

Diese wurden im Laufe der Evolution modifiziert, wobei allerdings viele der grundlegenden 

Mechanismen konserviert wurden. Dazu gehört die Errichtung physikalisch-chemischer 

Barrieren [39]. Beim Menschen bestehen diese Barrieren aus Epithelmauern, die durch 

speziell verdichtete Zellkontakte (tight junctions) eine Abgrenzung gegen äußere Einflüsse 

bieten und die Invasion mikrobieller Erreger verhindern sollen [45]. Der antimikrobielle Schutz 

wird durch einen leicht sauren pH-Wert und antimikrobielle Peptide (AMPs) wie das Enzym 

Lysozym verstärkt [46]. Weiter wird die Ansiedelung pathogener Keime durch eine resiliente 

Besiedelung der (Schleim-) Häute mit kommensalen Bakterien erschwert [47].  
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Die AMPs repräsentieren einen Teil der angeborenen humoralen Abwehr. Die humoralen 

Faktoren sind vielfältig und erfüllen verschiedene Aufgaben, einerseits als unmittelbar 

interventionell wirksame Proteine (AMPs, Komplement), andererseits zur Modulation der 

Immunantwort und Regulation der Entzündungsreaktion (Zytokine, Akute Phase Proteine). 

Die Steuerung immunologisch aktiver Zellen wird durch Chemokine vermittelt [48]. 

Die Mechanismen der verschiedenen Transmitter sind vielfältig und gewährleisten eine fein 

abgestimmte Reaktion auf verschiedene Stimuli [49]. Mutationen oder Dysfunktionen 

innerhalb dieser Signalkaskaden können zu vielgestaltigen Erkrankungen des Parodonts 

führen (IL-1 Polymorphismus) [50]. 

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der angeborenen Abwehr sind die Zellen. Grundsätzlich 

können ontogenetisch zwei Gruppen anhand ihres Ursprungs unterschieden werden: Zellen 

lymphatischen und myeloischen Ursprungs. Lymphatischer Genese sind die natürlichen 

Killerzellen (NK-Zellen) und die angeborenen lymphatischen Zellen (ILC), welche in der Lage 

sind, entartete oder virusinfizierte Zellen abzutöten [41]. Myeloischer Genese sind 

Granulozyten und die Zellen des mononucleär-phagozytären Systems (MPS) [51]. 

Dendritische Zellen können sowohl aus der lymphatischen als auch der myeloischen Zelllinie 

hervorgehen. Ihre primären Funktionen sind das Erkennen von potentiell pathogenen 

Erregern, die Aktivierung der adaptiven T-Zell Immunantwort sowie die Antigenpräsentation 

im Rahmen der B-Zell-Reifung. Dendritische Zellen bauen somit eine Brücke zwischen der 

angeboren und der adaptiven Abwehr [52, 53]. 

Die Erkennung pathogener Muster geschieht durch genetisch codierte und stark konservierte 

Mustererkennungsrezeptoren (pattern-recognition-receptors; PRRs). [54, 55] 

Diese Rezeptoren sind zwar nicht in der Lage, spezifische Antigene zu erkennen, reagieren 

aber auf stark konservierte allgemeine Strukturen verschiedener Erreger. Hierzu gehören 

Lipopolysaccharide, Oligosaccharide und Peptidoglykane als Bestandteile bakterieller 

Zellwände, aber auch virale doppelsträngige RNA (dsRNA) [56]. Mustererkennungsrezeptoren 

werden neben Zellen des Immunsystems auch von anderen Zelltypen exprimiert, die 

insgesamt als Sensorzellen zusammengefasst werden können. Dabei werden PRRs 

kontinuierlich und unabhängig vom Lebenszyklus exprimiert und unterliegen - im Gegensatz 

zu den antigenbindenden Domänen der adaptiven Abwehr - keinen funktionell bedingten 
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Mutationen. Die PRRs sind sowohl extrazellulär, im Zytosol, sowie endosomal vertreten [42]. 

Zu ihnen gehören die Toll-like Rezeptoren (TLR), die Nod-like-Rezeptoren (NLR), RIG-I-

Rezeptoren (RLR) und die C-Typ-Lektin-Rezeptoren (CLR) [57]. 

Die Aktivierung von Mustererkennungsrezeptoren bewirkt die Ausschüttung von Zytokinen 

und Chemokinen. Dadurch wird die Aktivierung weiterer Immunzellen mit inflammatorischer 

Konsequenz stimuliert. Dabei werden die Bildung reaktiver antimikrobieller Substrate und die 

Produktion von Akute-Phase-Proteinen wie dem C-Reaktiven Protein (CRP) sowie die Genese 

eines inflammatorischen Environments gefördert [56]. Außerdem werden dendritische Zellen 

aktiviert, die nun als professionelle antigenpräsentierende Zellen das adaptive Immunsystem 

aktivieren [58]. 

1.2.2. Die erworbene Abwehr 

Phylogenetisch hat sich der adaptive (erworbene) Teil des Immunsystems nach dem 

angeborenen entwickelt. Dabei zeigen sich signifikante Ähnlichkeiten zwischen den Zellen 

beider Systeme. Beide agieren in enger Vergesellschaftung zueinander und gehen aus einer 

gemeinsamen Population pluripotenter hämatopoetischer Stammzellen hervor [59]. 

Auch das adaptive Immunsystem kann in einen humoralen und einen zellulären Teil unterteilt 

werden [60]. Die B-Lymphozyten und die T-Lymphozyten bilden den zellulären Anteil. Beide 

werden im Knochenmark aus einer lymphoiden Vorläuferzelle gebildet und differenzieren in 

den primären lymphatischen Organen. Grundlegender Unterschied zu den Zellen der 

angeborenen Abwehr ist die Beschränkung auf einen einzigen antigenspezifischen Rezeptor 

[61]: Die B-Zellen tragen einen B-Zell-Antigenrezeptor, der im Aufbau einem Immunglobulin 

entspricht, das über die konstante Region (Fc-Region) plasmalemmal verankert ist [62]. Auch 

T-Zell-Antigenrezeptoren sind mit den Immunglobulinen verwandt, weisen sie doch ebenfalls

eine variable Antigenbindungsstelle auf. Jedoch unterscheiden sie sich in ihrem Aufbau aus 

einer α- und einer β- Kette deutlich in ihrer Struktur, und erkennen i.d.R. nur Proteinantigene, 

die an Oberflächenrezeptoren vom Typ MHC gebunden sind [63]. T-Zellen werden weiter in 

CD4+ - und CD8+ Zellen unterteilt [64]. CD4+ Zellen sind T-Helferzellen (TH-Zellen) und binden 

an MHC II Moleküle, CD8+ Zellen sind zytotoxische T-Zellen (TZyt-Zellen). TZyt-Zellen erkennen 

Antigene, welche vom MHC I Rezeptor, den fast alle körpereigenen Zellen tragen, präsentiert 
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werden und vermag so virusinfizierte oder mutierte Zellen abzutöten. Ihre Funktion ähnelt 

stark den NK-Zellen des angeborenen Immunsystems [65]. 

Der MHC II Rezeptor wird von antigenpräsentierenden Zellen wie den dendritischen Zellen 

exprimiert, die nach Aktivierung durch ihre PRRs die TH-Zellen aktivieren, welche nun ihrerseits 

weitere dendritische Zellen rekrutieren und zur B-Zell-Aktivierung und Differenzierung 

beitragen. Die dendritischen Zellen wandern nun zu den sekundären lymphatischen Organen, 

dem Ort der B-Zell-Reifung und Proliferation [66]. Native B-Zellen differenzieren zu Antikörper 

sezernierenden Plasmazellen und Gedächtniszellen, die die Immunreaktion bei Zweitkontakt 

mit dem Antigen beschleunigen [67]. Durch TReg-Zellen kann die Funktion der T-Zellen 

beeinflusst und "reguliert" werden [68]. 

Immunglobuline sind Proteine, die (je nach Isotyp, hier IgG) aus einer konstanten (FC) und zwei 

stark variablen (Fab) Regionen bestehen. Die variablen Regionen können an Bereiche (Epitope) 

von Antigenen binden [69]. Dadurch werden Toxine neutralisiert oder Erreger opsoniert und 

anschließend durch Zellen des MPS phagozytiert [70]. Außerdem können 

Komplementfaktoren die FC-Regionen von Antikörpern binden und ihre lytische Wirkung 

entfalten [71]. 

 

1.3. Toll-like Rezeptoren 

1.3.1. Historie 

Das Toll-Gen wurde erstmals 1985 bei Untersuchungen zur Entwicklung der dorsoventralen 

Polarität von Embryos der Taufliege drosophila melanogaster durch Christine Nüsslein-

Vollhardt entdeckt. Sie stellte fest, dass die dorsoventrale Ausrichtung der Embryonen von der 

lokalen Konzentration des Toll-Substrates abhängig ist bzw. ein Mangel an Toll-Genaktivität 

zur ausbleibenden Ausbildung von ventralen Zellen führt. Der vom Toll-Gen codierte Rezeptor 

wurde als Toll-Rezeptor bezeichnet [72, 73]. Später fand Jules Hoffmann erste Anzeichen einer 

immunologischen Bedeutung bei Experimenten mit ausgewachsenen drosophilae. Es zeigte 

sich, dass die Fliegen mit einer Mutation im Toll-Signalweg eine dramatisch gesteigerte 

Pilzanfälligkeit aufwiesen [74]. 1997 konnten Janeway et al. über den Vergleich der dToll 

Sequenz mit humanen Gendatenbanken schließlich die Existenz von Toll-ähnlichen Proteinen 

in menschlicher Leber und Nieren nachweisen. Weiter konnte die Existenz von hToll mRNA in 
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weiteren Zelllinien einschließlich Monozyten, dendritischen Zellen und Makrophagen sowie 

die Konservierung des Toll/NFκB Signalweges von drosophila bis zu Menschen bewiesen 

werden [75]. Der Nachweis der TLR Expression durch mesenchymale Stammzellen erfolgte 

später durch El-Sayed et al. [76] und lässt eine unmittelbare Verknüpfung der Erkennung 

pathogener Muster zur regenerativen Aktivität vermuten.  

1.3.2. Eigenschaften 

Toll-like Rezeptoren (TLR) bauen als Mustererkennungsrezeptoren (PRRs) eine Brücke 

zwischen angeborener und adaptiver Immunität. Sie stellen ein wichtiges Element zur 

Erkennung pathogen-assoziierter molekularer Muster dar (PAMPs) und werden von 

Dendritischen Zellen, Natürlichen Killerzellen und Mastzellen exprimiert. Insbesondere auf 

Grund ihrer Schlüsselrolle in der T-Zell-Aktivierung durch dendritische Zellen sind TLR 

Bestandteil aktueller Forschungsprojekte. TLR werden allerdings auch von einigen Zellen 

exprimiert, welche bislang nicht primär dem Immunsystem zugeordnet werden. Dabei handelt 

es sich um Epi- und Endothelzellen [77] sowie um gingivale mesenchymale Stammzellen (G-

MSC) [76]. Beim Menschen konnten zehn (TLR1-TLR10) und bei Mäusen zwölf (TLR1-TLR9, 

TLR11-TLR13) funktionale Rezeptoren identifiziert werden, wobei genetische Untersuchungen 

gezeigt haben, dass TLR10 zwar auch bei Mäusen im Genom vorhanden ist, das Gen allerdings 

auf Grund retroviraler Modifikationen deaktiviert wurde. TLR11-TLR13 sind im menschlichen 

Genom nicht mehr vorhanden. TLR sind in drei Domänen gegliedert: Die leucinreiche 

Ektodomäne, die Transmembrandomäne und die intrazelluläre Domäne, welche (mit 

Ausnahme von TLR3) über die Adaptorproteine MyD88 und TIRAP die Aktivierung von Kinasen 

der IRAK Familie und der Ubiquitin Ligase E3 bewirkt [78]. Anhand der Adaptorproteine 

können schon früh zwei verschiedene Signalwege differenziert werden: Zum einen der MyD88 

abhängige Signalweg, welcher die Rezeptoren über einen Toll-Interleukin-1-enthaltendes 

Adapterprotein (TIRAP) mit der intrazellulären Kaskade verbindet und zum anderen den TRIF 

abhängigen Signalweg, welcher die Bindung über TRAM (TRIF related adaptor molecule) 

vermittelt [42]. Alle TLR, mit Ausnahme von TLR3 sind in der Lage den MyD88 abhängigen 

Signalweg zu aktivieren, wobei die duale Aktivierung von MyD88 und TRIF nur bei TLR4, TLR5 

und in hohen Ligandendosierungen bei TLR9 möglich ist [79, 80]. Durch Rekrutierung 

individueller Adaptorproteine und rezeptorspezifischer Signalkaskaden haben die TLR einen 

jeweils spezifischen Einfluss auf die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NFκB, IRF3, IRF7, 
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β-Cateinin und AP-1. Dabei führt die Aktivierung von NFκB zur Synthese leichter Polypeptide 

und IRF3/7 zur Transkription proinflammatorischer Zytokine und Typ I Interferone [81, 82]. In 

einigen Fällen wurde durch Schaffung eines entzündlichen Environments eine proliferative 

und bisweilen onkogene Wirkung nach Rezeptoraktivierung beschrieben [81]. Besonders 

TLR3, TLR7 und TLR9 haben einen kostimulierenden Einfluss auf die Proliferation, Reifung und 

das Überleben verschiedener Zellinien gezeigt [83, 84]. 

Neben der Einteilung nach ihren Adapterproteinen lassen sich TLR auch anhand ihrer 

Lokalisation innerhalb der Zelle kategorisieren: Plasmalemmal exprimiert werden die 

Rezeptoren TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 und TLR10, intrazellulär vesikulär hingegen TLR3, 

TLR7 und TLR9. Eine Sonderrolle nimmt TLR4 ein, welcher nach MD2 vermittelter 

Antigenbindung [85] durch Clathrin vermittelte Endozytose an endosomale Vesikel 

transloziert wird [86]. Es fällt auf, dass die TLR der Zelloberfläche hautsächlich mikrobielle 

Membranbestandteile wie Proteine, Lipide und Lipopolysaccharide (LPS) [86, 87] erkennen, 

die intrazellulär gelegenen hingegen Nucleinsäuren, insbesondere doppelsträngige RNA 

(dsRNA; TLR3), Einzelstrang RNA (ssRNA; TLR7) und DNA [88]. Dabei ist die Toleranz und 

räumliche Trennung von zelleigenen Nukleinsäuren elementar zur Vermeidung von 

Autoimmunreaktionen, welche in Versuchen an Mäusen Lupus-ähnliche Verläufe zeigten [88, 

89]. 
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Tabelle 1 Liste humaner Toll-like Rezeptoren 
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1.3.3. Toll-like Rezeptor 3 

Toll-like Rezeptor 3 (TLR3) ist ein endosomal und plasmalemmal lokalisierter 

Mustererkenungsrezeptor (PRR) [115], welcher durch Bindung doppelsträngiger RNA (dsRNA) 

oder des synthetischen Analogon Polyinosinedeoxycytidylisäure [Poly(I:C)] aktiviert wird. 

Vermittelt wird die Signaltransduktion über das TRIF-Adapterprotein und die Stimulation der 

Transkriptionsfaktoren NFκB, IRF-3/7 und AP-1, welche die Produktion von Typ I Interferonen 

(INFɣ) und proinflammatorischen Zytokinen (IL-1, IL-6, IL12, TNF) induzieren [97, 116]. 

 

1.3.3.1. Aufbau des TLR3 und Antigenbindung 

TLR3 ist als Typ-1 Transmembranprotein ein singlepass α-helikales Protein. Wie alle TLR ist 

auch TLR3 in drei Anteile gegliedert: eine extrazellulär bzw. intraendosomal gelegene 

leucinreiche Ektodomäne zur Antigenbindung, eine Transmembrandomäne und eine 

intrazelluläre Toll/Interleukin-1 Rezeptor (TIR) bindende Domäne, die den Anschluss an die 

rezeptorspezifische Signalkaskade vermittelt [57]. Die Ektodomäne weist eine 

hufeisenförmige Struktur auf und besitzt 23 leucinreiche Sequenzen (LRR). Sie wird über 

Wasserstoffbrückenbindungen, den Carbonylgruppen von Asparagin ausgehend, stabilisiert. 

Die innere konkave Seite des „Hufeisens“ ist durch N-Acetylglycosamine glycolysiert, die 

äußere Seite hingegen frei davon, sodass hier Interaktion mit anderen Rezeptoren und 

Bindungen anderer Liganden möglich sind. Die homologe Dimerisierung von zwei TLR3 

Proteinen wird hier mittels hydrophiler und ionischer Bindungen (Glu-Lys und Lys-Asp) 

vermittelt [117]. Die ligierende dsRNA kann mit geringer Affinität an einen singulären TLR3 

binden, der Komplex wird allerdings erst durch die Dimerisierung mit einem anderen TLR3 

Monomer und Bindung zweier C-terminaler TLR3-Ektodomänen stabilisiert. Eine 

Mindestlänge von 40 bis 50 Basenpaaren ist notwendig, damit ein Signal ausgelöst werden 

kann [118]. Längere dsRNA Fragmente sind potentere Induktoren [119], somit ist 

beispielsweise high molecular weight-Poly(I:C) [HMW Poly(I:C)] im Vergleich zu low molecular 

weight-Poly(I:C) [LMW Poly(I:C)] ein potenteres Stimulans des Rezeptors [98]. 
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1.3.3.2. TRIF-Rekrutierung und Aktivierung von NFκB, IRF3/7 und AP-1 

Der genaue Mechanismus zur Aktivierung der TIR-Domänen nach Musterbindung ist noch 

nicht abschließend geklärt. Diskutiert wird, dass die Dimerisierung der homologen Rezeptoren 

die zytoplasmatischen Domänen in Kontakt bringt, wodurch die intrazelluläre Signalkaskade 

ausgelöst werden könnte. Eine strukturelle Transformation durch Bindung der C-terminalen 

TLR3-Ektodomänen wäre ebenfalls möglich [120, 121]. TLR3 wird über das TIR-enthaltende 

Adaptermolekül TRIF (TICAM1) [122] in die intrazelluläre Signalkaskade integriert und kann 

somit als einziger TLR nicht von MyD88 gebunden werden. Nach TLR3 Aktivierung bindet TRIF 

über TIR an TLR3 und dissoziiert dann wieder, um die intrazelluläre Signalkaskade auszulösen 

[123]. Das TRIF Protein besitzt eine N-terminale Domäne (NTD), eine TRAF bindende Sequenz 

und RHIM am C-terminalen Ende. Durch Bindung von Transmittern an verschiedene Bereiche 

des TRIF entstehen unterschiedliche Wirkungen und können letztlich verschiedene 

Transkriptionsfaktoren aktiviert werden [124]. Onkologische Studien lassen außerdem auf 

einen TRIF unabhängigen Signalweg schließen, welcher über das TIR-bindende Proto-Onko-

Protein c-Src vermittelt wird [125]. 

Nach Rekrutierung von TRAF3 durch die NTD des TRIF initiiert dieses eine eigenständige K63-

Selbstubiquitinierung, welche die Formierung eines Proteinkomplexes aus K63-TRAF3, TBK1 

und IKKi/IKKε [126] ermöglicht. Der Komplex phosphoryliert und aktiviert nun über TBK1 und 

IRAK1 die Faktoren IRF3 und IRF7, die im Anschluss Homodimere und Heterodimere bilden 

und in den Zellkern transloziert werden [124].  

Die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1 ist TRAF6 abhängig. Nach 

Aktivierung über den IRAK4 Komplex bildet TRAF6 einen Komplex mit TAK1 und TAB1/2. 

Dieser ist nun in der Lage durch K63-Ubiquitinierung von IKKγ den IKK-Komplex zu aktivieren, 

wodurch die inhibierende NFκB Untereinheit IκB phosphoryliert und abgespalten wird [127, 

128]. Weiter kann über die Aktivierung von MKK3/6/7 und p38/JNK [129] der 

Transkriptionsfaktor AP-1 induziert werden [130]. 

TRIF aktiviert außerdem über die Phosphorylierung von PI3K die AKT1, welche nun den 

Transkriptionsfaktor β-Catenin unter GSK3β-Regulation phosphoryliert und aktiviert [131-

133]. Dabei ist für das weitere Schicksal von β-Catenin der Wnt-Signalweg essentiell. Nur unter 

Aktivierung des Wnt-Signalweges (Wnt-on) kann β-Catenin in den Zellkern transloziert werden 

[134], anderenfalls (Wnt-off) unterliegt das Protein der proteasomalen Degeneration. Wnt 

inhibiert außerdem die GSK3β/APC/Axin abhängige Destabilisierung von β-Catenin [135]. 
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Die AKT1 bildet eine von vielen Schnittstellen zwischen den Signalwegen, einerseits über die 

Aktivierung von IRF3 durch Phosphorylierung, aber auch durch Beeinflussung der NF-κB 

Aktivität [131].   

Die Aktivierung TLR3 assoziierter Transkriptionsfaktoren äußert sich in vielseitiger Weise und 

der Einfluss ihrer Regulation ist Thema intensiver onkoimmunologischer Investigationen. 

Hierbei konnten direkte Korrelationen zwischen der TLR3 Expression und Aktivierung zur 

Prognose onkologischer und inflammatorischer Pathologien nachgewiesen werden [136, 137]. 

Da noch keine Evidenz zur Wirkung von TLR3 auf die Eigenschaften parodontaler Stammzellen 

vorliegt, soll im Weiteren der Einfluss von TLR3 auf die Pluripotenz G-MSC diskutiert werden. 

 

Abbildung 3 TLR3 spezifische Transkriptionsfaktoraktivierung 

TLR3 induzierte intrazelluläre Signaltransduktion. Von links nach rechts: PI3K/AKT1 abhängige Aktivierung von β-

Catenin (grün), TRAF3 abhängige Induktion der Transkriptionsfaktoren IRF32 und IRF72 (blau), TRAF6 abhängige 

Aktivierung von NF-κB (rot) und AP-1 (gelb).  
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1.4. Stammzellen 

1.4.1. Historie 

Der Begriff „Stammzelle“ entspringt der Feder des deutschen Biologen Ernst Haeckel (1834-

1919). Dieser führte ihn 1868 in seinem Buch „Natürliche Schöpfungsgeschichte“ (Georg 

Reimer Verlag, Berlin) ein zur evolutionären Beschreibung der einzelnen Zelle, welche 

Ursprung allen höheren Lebens sei [138]. Später dehnte er den Begriff auf die befruchtete 

Eizelle als Ursprung der Ontogenese aus [139]. Man ging davon aus, dass die Zelle durch 

Teilung ihr „Keim-Plasma“ an jüngere Generationen weitergebe und so aus der ursprünglichen 

Zelle die differenzierten Effektorzellen entstünden [140]. Diesen Überlegungen folgend, 

trennte der Biologe Hans Adolf Eduard Driesch (1867-1941) die Zellen von Seeigelembryonen 

im Vierzellstadium und erwartete die isolierte (Unter-)Entwicklung einzelner 

Körperabschnitte. Da sich entgegen seiner Erwartungen jedoch vier voll entwickelte Larven 

entwickelten, folgerte er, „die Potenz der Zellen [sei] größer als erwartet“ [141]. Später (1892) 

wurde der Begriff von (1864-1927) für die Ursprungszelle späterer Keimzellen verwendet. Bei 

Untersuchungen der Blutbildung zur gleichen Zeit (1868) beschrieb der Pathologe und 

Hämatologe Ernst Christian Neumann (1834-1918) im Jahr 1868 das Knochenmark als 

Ursprung der Hämatopoese. Im Folgenden etablierte sich der Ausdruck „Stammzelle“ zur 

Beschreibung hämatopoetischer Vorläuferzellen. Der russische Pathologe Alexander 

Maximow (1874-1928) stellte im Anschluss (1908) die These auf, alle zellulären Bestandteile 

des Blutes entstammten einer einzigen lymphozytenartigen Zelle [142]. Der Beweis dieser 

Hypothese gelang erst 53 Jahre später durch die kanadischen Forscher James Till (*1931) und 

Ernest McCulloch (1926-2011) in Versuchen an Mäusen [59, 143]. 

Maximows Postulate zur Existenz hämatopoetischer Stammzellen (HSC) ergänzend entdeckte 

Alexander Friedenstein 1976 eine Population von Zellen, welche ähnliche proliferative und 

differenzierende Fähigkeiten besaßen wie die HSC und bewies somit die Existenz nicht 

hämatopoetischer adulter Stammzellen, die mesenchymalen Stamm-/Stromazellen (MSC) 

[144, 145]. 

Erst im Jahre 1981 konnten embryonale Stammzellen aus Mäuseembryos gewonnen und 

kultiviert werden [146] und etwa 20 Jahre später (1998) menschliche embryonale 

Stammzellen (hESC) [147]. Da durch die beschriebene Extraktion von Blastozyten aus dem 
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embryonalen 14 Zellstadium der Embryo zerstört wird, löste die Publikation von James A. 

Thombson et al. kontroverse Debatten zwischen den Befürwortern, welche besonders auf das 

immense therapeutische Potential dieser Art der Forschung hinwiesen [148] und den 

Kritikern, welche insbesondere ethische Einwände gegen die Zerstörung humaner Embryonen 

erhoben [149], aus. Die Diskussion mündete 2002 in Deutschland in dem Verbot der 

Etablierung neuer hESC Linien und der Einfuhr nach dem 01.01.2002 gewonnener ESC Linien 

aus dem Ausland (§5 StZG „Gesetz zur Sicherstellung des Embryonenschutzes“). 

Im Jahr 2000 konnten erstmalig adulte Stammzellen 

des menschlichen Zahns – genauer der Pulpa – 

nachgewiesen werden [150]. Seither gab es weitere 

Entwicklungen auf dem Gebiet der 

Stammzellforschung; insbesondere im Bereich der 

regenerativen Verfahren gibt es Bestrebungen, sich die 

speziellen Eigenschaften der Stammzellen zu Nutze zu 

machen [151]. Aufgrund der mangelnden 

Verfügbarkeit embryonaler Stammzellen stellt die 

Induktion mesenchymaler Stammzellen einen 

wichtigen Ansatz der Etablierung potenter Zelllinien 

dar. 

 

1.4.2. Gliederung und Potenz 

Stammzellen (SC) können anhand des ontogenetischen 

Entwicklungsstadiums differenziert werden: 

Blastozyten, die aus dem 14 Zell-Stadium menschlicher 

Embryonen gewonnen werden können, werden als 

Embryonale Stammzellen (hESC) bezeichnet [147]. 

Aber auch im postnatalen Organismus persistieren in 

vielen Geweben (einschließlich Pulpa [152] und Gingiva 

[153]) Zellen mit Stammzellcharakteristika. Diese 

werden als adulte Stammzellen bezeichnet und Abbildung 4 Stammbaum humaner Stammzellen 
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unterscheiden sich wesentlich von den erstgenannten. Ihre Potenz wird durch ein speziell 

geschaffenes Mikromilieu aufrechterhalten [154]. Man spricht auch von der 

„Stammzellnische“ [155]. Von diesen natürlich vorkommenden Stammzellen sind zum einen 

die Tumorstammzellen, deren Eigenschaften auf Mutationen des Genoms und des Verlustes 

von Reparatur-/Kontrollmechanismen basieren (epithelial-mesenchymale Transformation) 

und die induzierten Stammzellen abzugrenzen. Ausdifferenzierte Zellen können unter 

bestimmten Bedingungen pluripotente Eigenschaften entwickeln. Die Induktion erfolgt i.d.R. 

durch das Einbringen retroviraler Vektoren zur Aktivierung der pluripotenzassoziierten 

Transkriptome für NANOG, OCT4 und SOX2 [156]. Diese Erkenntnis wurde 2012 mit dem 

Nobelpreis für Medizin ausgezeichnet [157, 158]. Stammzellen können außerdem anhand 

ihrer pluripotenten Eigenschaften eingeteilt werden [159]. Totipotente SCs stellen die Ebene 

höchster Potenz dar und besitzen die Fähigkeit sich in alle Zellen des Organismus und der 

Plazenta zu differenzieren. Klassisches Beispiel dieses Zelltyps ist die Zygote [160]. Pluripotent 

sind hingegen Zellen, welche sich zwar ebenfalls in alle embryonalen Zellen wandeln können, 

jedoch nicht in extraembryonale. Nicht-induzierte SC des postnatalen Individuums (wie MSC) 

können maximal multipotent sein und sich nur in eine begrenzte Auswahl an Zelllinien 

differenzieren. Die Verwendung des Begriffes „Pluripotenz“ in Abgrenzung zu den 

„pluripotenten Eigenschaften“ kann hier verwirren. Mit weiterer Differenzierung wird die 

Potenz von den multipotenten über die oligopotenten bis hin zu unipotenten Progenitorzellen 

weiter eingeschränkt [161].  

 

1.4.3. Mesenchymale Stammzellen 

Bei Versuchen an autologen Fragmenten des Knochenmarks von Ratten und Hunden konnten 

Tavassoli et al. feststellen, dass diese nach Transplantation in ein extramedullär gelegenes 

Gewebe nicht nur Knochen, sondern nach Bildung sinusoidaler Strukturen auch 

hämatopoetische Elemente des Knochenmarks ausbildeten. Tavassoli konnte jedoch die 

Entwicklungen nicht auf einen Zelltyp zurückführen [162]. Die Isolation und Charakterisierung 

dieser Zellen gelang erst später durch Friedenstein und Owen, welche einen nicht 

hämatopoetischen Zelltyp mit speziellen Eigenschaften isolieren konnten: Zum einen wurde 

in Transplantationsversuchen festgestellt, dass diese Zellen die Fähigkeit zur multilinearen 

Differenzierung besitzen, welche eine Differenzierung in Gewebe mesenchymaler Genese 



Einleitung 

18 

(Knochen, Knorpel, Fett, Fibroblasten u.a.) ermöglicht [163], zum anderen weisen sie eine 

klonale Expansion und die Bildung von fibroblastenartigen Kulturen auf sowie in vivo die 

Bildung von Tochterzellen mit identischem Phänotyp und Funktion (Selbsterneuerung). Neben 

dieser symmetrischen Zellteilung können sich die Zellen auch asymmetrisch teilen [164], 

wobei zwei ungleiche Tochterzellen entstehen. Die Zellteilung in vitro geht über mehrere 

Generationen mit Veränderungen in Morphologie, Phänotyp und Genetik einher [165]. 

Ergänzend wurden noch adhäsive Eigenschaften an den Zellkulturflaschen beschrieben. Sie 

nannten den Zelltyp bone marrow stroma cell (BMSC) [166, 167]. Später konnten äquivalente 

Zellen auch in anderen Geweben nachgewiesen werden, darunter Nabelschnur, Fettgewebe, 

Pulpagewebe, Gingiva und viele mehr [150, 153, 168]. Diese werden in ihrer Gesamtheit als 

mesenchymale Stroma-/Stammzellen (MSC) bezeichnet [167], eine Terminologie, die 

allerdings wegen Missachtung der immunomodulatorischen therapeutischen Wirkungen 

transplantierter MSC kritisiert wird [169]. Das Vorkommen von MSC im Knochenmark wird auf 

1:105 geschätzt, das Verhältnis zu anderen Zellen kann allerdings in Geweben mit 

abweichendem Zellumsatz (Haut: vollständige Erneuerung in 30 Tagen/Skelett: fünfmalige 

Erneuerung im Leben) variieren [153]. Entgegen früherer Postulate können MSC bei 

adäquater Stimulation nicht nur in Zellen mesodermaler Genese differenzieren, sondern 

bilden auch Zellen des Ektoderms und Endoderms [170]. 

 

1.4.3.1. Isolation und Charakterisierung mesenchymaler Stammzellen 

Auf Grund des heterogenen Auftretens der MSC verschiedener Gewebe wurden von der 

„International Society for Cellular Therapy“ in einem Thesenpapier die minimalen Kriterien zur 

Definition mesenchymaler Stamm-/Stromazellen festgelegt [171]: 

Adhäsion zu Plastikoberflächen unter Standardbedingungen 

Oberflächenmarker Negativ (<5%) Positiv (>95%) 

CD14/CD11b CD73 

CD34 CD90 

CD45 CD105 

CD79α/CD19  

In vitro Differenzierung  Adipozyten 

Osteoblasten 

Chondroblasten 

Tabelle 2 Minimale 
Kriterien zur 
Definition 
mesenchymaler 
Stammzellen [1] 
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Die Adhäsion zu Plastikoberflächen wurde schon früh als Charakteristikum der BMSC definiert 

und später auch durch viele Studien als Merkmal von MSC bestätigt, wobei die Bindung der 

Zellen an die PMMA Oberflächen durch Integrine vermittelt wird [172-174]. Als Nachweis der 

Fähigkeit zur multilinearen Differenzierung wird in vitro die Differenzierung in Osteozyten, 

Chondrozyten und Adipozyten unter Stimulation mit verschiedenen induktiven Medien 

verwendet [153, 175], wobei auch eine in vivo Differenzierung singulärer MSC nach 

Transplantation herangezogen werden kann [176]. Im Weiteren exprimieren die Zellen MSC 

spezifische Oberflächenmarker. Diese sind in einzelner Betrachtung nur unter Vorbehalt zu 

interpretieren, in ihrer Gesamtheit ermöglichen sie jedoch Rückschlüsse auf die Zellentität. 

MSC zeichnen sich durch die Expression (>95%) von CD73, CD90 und CD105 bei gleichzeitigem 

Fehlen von CD14/CD11b, CD34, CD45 und CD79a/CD19 aus [171, 177]. Spezielle Bedeutung 

kommt den Markern Stro-1, CD271, SSEA-4 und CD146 zu, da sie häufig zur Selektion der MSC 

von anderen Zellstadien dienen [153, 177, 178]. 

1.4.3.2. Immunregulation durch mesenchymale Stammzellen 

Bei näherer Untersuchung der selbsterneuenden Eigenschaften wurde festgestellt, dass bei 

MSC das Verhältnis von Proliferation neuer Progenitorzellen zur Differenzierung in 

Effektorzellen fein abgestimmt ist. Dies beruht auf einer Reihe lokaler parakriner Effekte, die 

im Weiteren einen großen Einfluss auf die Regeneration des betroffenen Gewebes haben 

können. Sie beinhalten eine Steigerung der Zellüberlebensrate durch verschiedene 

Mediatoren, Immunomodulation, Beeinflussung der lokalen Fibrose (überwiegend Kollagen 

Typ I), sowie mitochondrialen Transfer und Molekülaustausch durch extrazelluläre Vesikel 

(EV). [179]. 

Bei Studien an MSC Kulturen konnte festgestellt werden, dass sie über die Produktion 

bioaktiver topischer Faktoren die Reparationsmechanismen in parenchymalen Zellen 

stimulieren [180] und die Angiogenese des betroffenen Areals via VEGF-A fördern. Außerdem 

können MSC die proinflammatorischen Mediatoren IL-6, IL-8, TNFα und TGFβ1 sezernieren 

und wirken weiter über die Chemokine vom Typ CXC und MCP-1 als Chemoattraktoren für 

Makrophagen und Granulozyten [181]. In Versuchen zur knorpeligen Regeneration bei Ratten 

konnte außerdem eine zunehmende Programmierung regenerativ wirkender CD163+ M2 

Makrophagen gegen eher inflammatorisch wirkende CD86+ M1 Makrophagen gezeigt werden 

[182, 183]. Aktuell wird vermutet, dass die Sekretion von TGFβ und PGE2 die Produktion von 
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TNFα und IL-12 durch dendritische Zellen zugunsten des antiinflammatorisch wirksamen IL-10 

[184] verschiebt, wodurch es zu einem Austausch von proinflammatorischen TH-1-Zellen hin 

zu antiinflammatorischen TH2-Zellen käme sowie zur Verminderung der TH-Zellen im 

Gesamten durch Treg-Zellen[185, 186]. Die Bildung von Treg-Zellen kann auch durch Stimulation 

der MSC mittels des TLR3-Liganden via Poly(I:C) über die Bildung von PGE2 und IDO induziert 

werden [187]. Auf NK-Zellen wirken MSC ebenfalls suppressiv, die Proliferation, Aktivierung 

und Überlebensrate von CD19+ B-Zellen wird hingegen gesteigert. Dabei wird über VEGF die 

Angiogenese stimuliert und die Caspase-3-abhängige Apoptose unterdrückt [188]. 

MSC können aus vielen Geweben isoliert werden und können diese durch ihre multilinearen 

Differenzierungsmöglichkeiten regenerativ unterstützen [179]. Dieses wird durch ihre 

Fähigkeit zur TNFα vermittelten unspezifischen Migration in vaskularisierte (Knochen-) 

Regionen noch gesteigert [189, 190]. Neben dem Zellersatz und der 

Proliferation/Differenzierung von Progenitorzellen erhöhen MSC zusätzlich die 

Zellüberlebensrate und vermindern die Apoptose [179, 191, 192]. Daneben besitzen sie über 

die Sekretion der Wachstumsfaktoren EGF, FGF, PDGF und VEGF die Möglichkeit, das 

beschädigte Gewebe zur Reparation und Regeneration anzuregen [193]. 

1.4.3.3. Dentale mesenchymale Stammzellen 

 
Abbildung 5 Lokalisation dentaler Stammzellen 

Links: Quellen kindlicher und präeruptiver dentaler mesenchymaler Stammzellen; rechts: Quellen adulter 
dentaler mesenchymaler Stammzellen 
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In den zahntragenden Bereichen des stomatognathen Systems finden sich verschiedene 

Subpopulationen der MSC. Zu ihnen gehören die BMSC, die pulpalen MSC (DPSC), die MSC des 

Zahnfollikels (DFPC), die gingivalen MSC (G-MSC), die MSC des parodontalen Ligaments 

(PDLSC), die MSC der apikalen Papille (SCAP) [194] und jene des Alveolarknochens (AB-MSC). 

Sie alle sind Produkte der ektomesenchymalen Neuralleiste. Die innere Schicht der Follikel 

differenziert zu ABMSC, SCAP, Fibroblasten und Zellen des parodontalen Ligaments. Letztere 

bringen das dentogingivale Fasersystem hervor, welches zusammen mit den Fibroblasten, 

Zellen der äußeren Schicht des Zahnfollikels und weiteren Zellen der Neuralleiste die lamina 

propria gingivae mit ihren G-MSC bildet [36, 153]. 

Die Balance zwischen parodontaler Inflammation/Regeneration ist eng vergesellschaftet mit 

der Aktivität vorhandener Stammzellen [195]. Hier ist gerade die Beeinflussung des 

regenerativen Potentials durch vom Mikromilieu ausgehende Stimuli und verschiedene 

zelluläre Mediatoren von großem Interesse [196, 197]. 

Pulpale Stammzellen (DPSC) bewiesen in Experimenten ähnliches Potential wie aus dem 

Knochenmark extrahierte BMSC. Diese stehen in Bezug auf die Interaktion mit dem 

inflammatorischen pulpalen Mikroenvironment und dessen Einfluss auf die regenerativen 

Kapazitäten pulpalen Gewebes zur Unterstützung der dentalen Vitalität im Mittelpunkt 

endodontisch-regenerativer Investigationen [198]. 

1.4.3.3.1. Gingivale Mesenchymale Stammzellen 

Die Gingiva erregte auf Grund ihrer einzigartigen regenerativen Fähigkeiten und Tendenz zur 

sehr raschen, narbenarmen Heilung Interesse [199]. Sie ist aus zwei Schichten aufgebaut: dem 

Epithel und der darunter gelegenen bindegewebigen lamina propria [200]. Sowohl im Bereich 

der befestigten, als auch der beweglichen Gingiva können mittels Stro-1 Zellen isoliert werden, 

die gemäß der ISCT [171] Eigenschaften mesenchymaler Stammzellen besitzen [153, 201]. In 

vitro können die G-MSC zu Osteoblasten, Chondroblasten, Adipozyten, Neuralzellen [202] und 

Epithelien differenzieren und auch in vivo zeigten sich bei Transplantationsversuchen an 

Mäusen Neubildungen von Bindegewebe, Knochen-/Zementmatrix und Kollagen [203]. Sie 

exprimieren CD73, CD90, und CD105 (>95%) sowie weitere MSC spezifische Marker (Stro-1, 

CD146) [204], bei geringer Expression von CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79𝛼 und HLA-
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DR (<5%). Auf mRNA Ebene zeigten sich pluripotenzassoziierte Transkripte von KLF4/8, Oct-4, 

MSX, REX, NANOG, NESTIN und SOX2 [204-206]. 

Die gingivalen Stammzellen können weiter in Subpopulationen unterteilt werden. Dabei 

werden anhand des Zustands des Ursprungsgewebes G-MSC der entzündeten Gingiva [207, 

208] jene einer hyperplastischen Gingiva und die der gesunden Gingiva unterschieden [209]. 

Außerdem können gingivale Fibroblasten zu Stammzellen induziert werden [210]. 

Embryologisch stammen 90% der G-MSC der Neuralleiste (Ektoderm) ab, die verbleibenden 

10% hingegen dem Mesoderm [3, 211]. 

Im Gegensatz zu anderen oralen Stammzellen sind G-MSC unter minimalinvasiven 

Voraussetzungen im Rahmen von kleinen Eingriffen wie der Gingivektomie unter lokaler 

Anästhesie zu gewinnen und stellen somit ein leicht zu erreichendes Reservoir an MSC dar 

[212]. 

 

1.4.3.3.2. TLR-Expression oraler MSC 

Rezeptor G-MSC [76] DPSC [213] AB-MSC* [214] 

TLR1 Ja ↑ Ja ↓ Ja 

TLR2 Ja ↑ Ja ↑ Ja 

TLR3 Ja - Ja ↑ Nein 

TLR4 Ja ↑ Ja ↑ Ja 

TLR5 Ja ↑ Ja ↑ Ja 

TLR6 Ja ↓ Ja - Ja 

TLR7 Ja ↑ Ja ↓ Ja 

TLR8 Nein - Ja ↑ Ja 

TLR9 Nein - Ja ↓ Nein 

TLR10 Ja - Ja ↓ Ja 
*Daten zur Expression bei Inflammation existieren noch nicht 

 

  

Tabelle 3 TLR Expression 
oraler MSCs und der Einfluss 
proinflammatorischen 
Mediums in vitro 

Expression bei 

Inflammation 

↑ Erhöht  

↓ Vermindert 

- Identisch 
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1.4.3.4. Evidenz zur parodontalen Therapie 

In der Hoffnung, das Potential regenerativer Verfahren der Parodontologie durch die 

einzigartigen Fähigkeiten mesenchymaler Stammzellen zu verbessern, wurden verschiedene 

Untersuchungen zur therapeutischen Bedeutung mesenchymaler Stammzellen durchgeführt. 

Die Forschung auf diesem Feld befindet sich allerdings noch in der präklinischen Phase, sodass 

Aussagen bislang nur anhand von in vitro Versuchen und Tiermodellen anzustellen sind.  

Ein Ansatz ist, die ossäre und zementäre Neubildung im Rahmen einer guided bone 

regeneration (GBR), deren Indikation bei konventioneller Durchführung auf dreiwandige 

knöcherne Einbrüche und Frukationsgrad II limitiert ist, durch den Einsatz von MSC zu 

unterstützen [215]. Einen solchen Ansatz verfolgten Suaid et al. bei Versuchen an Klasse II 

Furkationen von Hunden. Dabei stellten sie durch Einsatz von Zellen des parodontalen 

Ligaments (PDL) im Vergleich zur Kontrolle eine verstärkte Neubildung von Zement und 

Alveolarknochen sowie ein kürzeres Saumepithel fest [216].  

Die Supplementierung autologer Knochentransplantate mit MSC wurde unter Verwendung 

von DPMSC und den funktionell ähnlichen BMSC im Tiermodell an Hunden probiert, es konnte 

aber keine signifikante Verbesserung in der Regeneration der behandelten Defekte 

nachgewiesen werden [217].  

Die Kombinationen von BioOss und Kollagen mit MSC zeigten hingegen klinisch und 

histologisch ein signifikant besseres Outcome im Vergleich zur Monotherapie mit den 

Trägermaterialien [217]. El-Sayed et al. bewiesen eine verstärkte Regeneration (gemessen 

über den clinical attachment loss) nach Behandlung induzierter parodontaler Defekte am 

Schweinemodell bei G-MSC Supplement [218]. 

Neben der Kombination mit verschiedenen Trägermaterialien und Membranen können die 

Eigenschaften von MSC durch gezielte Prästimulation beeinflusst werden. Der klinische 

Einsatz induzierter G-MSC ist allerdings noch nicht hinreichend erforscht [219].  

Da mittlerweile die immunomodulatorischen Eigenschaften und die inflammatorischen 

Interaktionen der MSC vielmehr als maßgeblich zur erfolgreichen Regeneration und 

Reparation gelten, wäre eine rezeptor-/substratspezifische Prästimulation ebenfalls denkbar. 

Zu diesem therapeutischen Ansatz wurden bereits einige in vitro Investigationen 
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durchgeführt. Die Stimulation von G-MSC mittels Vitamin A und Retinol im inflammatorischen 

Environment sowie die Einflüsse der Mustererkennungsrezeptoren auf die Pluripotenz von 

MSC könnten neue Wegweiser darstellen, geeignete Behandlungskonzepte zu etablieren 

[220, 221].  

 

 

 

A Sulcus gingivalis 

mit Zahn; die lamina 
propria gingivae ist 
der Ursprung der G-
MSC 

B Parodontalspalt 

mit Zahn und 
Alveolenknochen; das 
Ligament ist Ursprung 
der PDLSC 

C Pulpagewebe mit 

Odonto-blastensaum 
und Dentin; im 
Pulpen-gewebe 
finden sich DPSC 

D Apikale Papille 

mit apex dentalis und 
Alveolen-knochen; 
Ursprungsgewebe 
der SCAP 

E Zahn im Längs-

schnitt mit allen 
Strukturen des Zahn-
halteapparates und 
Kieferknochen 
(corpus und 
processus alveolaris) 

F Kieferknochen 
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Mark befinden sich 
die BMSC 
 

 

 

 

 

 

Abbildung 6 
Histologische 
Darstellung des 
Ursprungs oraler 
MSC im adulten 
Individuum 
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1.5. Ziel der Studie 

Obwohl sich die aktuellen Kenntnisse zur oralen Immunologie und zu G-MSC modulierten 

Einflüssen auf inflammatorische Prozesse des Parodonts verbessert haben, verbleiben viele 

Wirkungsmechanismen einzelner Rezeptoren in der Kaskade bislang noch weitestgehend 

unklar. Diese Studie knüpft an aktuelle Erkenntnisse zur Expression von TLR durch gingivale 

mesenchymale Stammzellen an [76] und beleuchtet explizit die Veränderung pluripotenz-

assoziierter Merkmale und multilinearer Differenzierung durch TLR3 Ligation in vitro [222]. 

Dies wird uns Erkenntnisse über die Funktion von TLR3 in G-MSCs und die Verbindung zu 

(patho-) physiologischen parodontalen Umbauprozessen liefern.  
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2. Materialien und Methoden 

2.1. Votum der Ethikkommission und Patientenaufklärung 

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel unter 

der IRB-Nummer D513/17 als Bestandteil des Studienplans zur „In-vitro Untersuchung der 

Wirkung verschiedener Biomoleküle und Entzündung auf gingivale Stammzellen“ vom 

18.07.2017 genehmigt. 

Die Patienten wurden vor der Gewebeentnahme individuell aufgeklärt und die schriftlichen 

Einwilligungen eingeholt. Kopien beider Dokumente sind der Arbeit beigefügt (siehe Anhang). 

Alle Proben wurden vor Kultivierung pseudonymisiert. 

 

2.2. Isolation und Kultivierung der MACS+ Zellen 

2.2.1. Probenentnahme 

Fünf Gingivaproben (n=5) wurden im Rahmen von Elektiveingriffen an klinisch gesunden 

Patienten entnommen: P1 (17♀), P2 (18♀), P3 (20♀), P4 (27♂) und P5 (57♂). Die Eingriffe 

erfolgten unter Lokalanästhesie in der mund-kiefer-gesichtschirurgischen Praxis Kerscher 

Körner Föge in Kiel. Die Proben wurden nach der Entnahme in je einem sterilen 50ml Falcon 

Röhrchen (Sarstedt AG, Nümbrecht, Deutschland) mit 15ml Basisnährmedium [Minimum 

Essential Medium Eagle Alpha Modifikation (ɑ-MEM, Sigma-Aldrich, München, Deutschland), 

100U/ml Penicillin, 100µg/ml Streptomycin (Biochrom, Berlin, Deutschland), 1% Amphotericin 

(BioWest, Nuaillé, Frankreich), 15% fötalem Kälberserum (FCS, HyClone) und 200mmol/ml L-

Glutamin (Biochrom)], gesammelt.  

 

2.2.2. Kultivierung des gingivalen Gewebes 

Alle folgend beschriebenen Schritte wurden an der mikrobiologischen Sicherheitswerkbank 

(Hera Safe, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) durchgeführt. 

Die gewonnenen Proben wurden dreimal mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS, Biochrom) 

gewaschen, mit 70%igem Ethanol (Sigma-Aldrich) desinfiziert und ein weiteres Mal mit PBS 
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gewaschen. Anschließend folgte die Zerkleinerung der Proben in Stücke von 1mm3, welche je 

Patient auf 4 Petrischalen (Sarstedt AG) verteilt wurden. Nach 30 Minuten hatten sich die 

Stücke an die Polymethylmethacrylatoberfläche (PMMA) geheftet und konnten mit je 10ml 

Basisnährmedium bedeckt werden. Es folgte eine einwöchige Inkubation (Brutschrank, Binder 

GmbH, Tuttlingen, Deutschland) bei 37°C in einer 5%igen CO2-Atmosphäre. Die Kontrolle des 

Progresses erfolgte mittels phasenkontrastinvertierten Mikroskops (Axiovert 40C, Zeiss, 

Oberkochen, Deutschland). Nachdem sich ein breiter Saum Mischgewebe um die Proben 

gebildet hatte, wurde diese zunächst mit PBS gewaschen und anschließend mittels 

Zellschabern (cell scraper; Sarstedt AG) von der Petrischale gelöst. Die Exzisate wurden 

verworfen. Die Zellen in der Suspension konnten nun durch Zentrifugation (Zentrifuge 5810R; 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland) vom PBS getrennt und der Supernant abgesaugt werden 

(Vacusafe Comfort, IBS Integra Biosciences, Chur, Schweiz). Nach Resuspension in 25ml 

Basisnährmedium konnten die gewonnenen Zellen in 75ml Zellkulturflaschen (Sarstedt AG) 

transferiert werden. Die Flaschen wurden inkubiert (37°C, 5% CO2). Medienwechsel und 

mikroskopische Kontrollen erfolgten dreimal wöchentlich. 

 

 

2.2.3. Magnetic Activated Cell Sorting 

Nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz erfolgte die Sortierung durch das MACS Verfahren 

(magnetic activated cell soring) gemäß der Herstelleranweisungen (MACS Cell Separation Kit, 

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland).  

 

Vorbereitung der Zellen 

Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums dreimal mit PBS gewaschen und danach mit 

10ml Accutase (10%) benetzt. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten konnten die Zellen 

durch Spülen mit PBS gelöst und in 50ml Falcon Röhrchen gefüllt werden. Nach Zentrifugation 

(37°C, 370G, 10 Minuten) wurde der Supernant abgesaugt und die Zellen in 10ml PBS neu 

gelöst (Vortex Genie 2, Bender&Holbein AG, Bruchsal, Deutschland). 
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Antikörperbindung an Stro-1 und Kopplung der MicroBeads 

Zur Ermittlung der Antikörperkonzentrationen musste die Zellzahl der vorbereiteten 

Zellsuspensionen bestimmt werden. Dies erfolgte unter Verwendung einer mit 70% Ethanol 

desinfizierten Neubauerzählkammer (Roth, Karlsruhe, Deutschland). Nach abgeschlossener 

Messung folgte eine erneute Zentrifugation (37°C, 370G, 10 Minuten) und das Absaugen des 

Supernanten. 

Pro 107 Zellen wurden 70µl frisch angesetzter MACS-Puffer (Miltenyi Biotec), 20µl Stro-1 

Antikörper (STRO-1 Alexa 647, BioLegend, San Diego, USA) und 20µl MicroBeads (Miltenyi 

Biotec) zugegeben und vermischt. Es folgte eine kalte Inkubation (4°C, 15 Minuten). 

Anschließend wurden die Zellen mit 1200µl PBS verdünnt und nach Zentrifugation (4°C, 370G, 

10 Minuten) von überschüssigen Antikörpern und Microbeads gereinigt. Je Probe folgte die 

Resuspension in 5ml MACS-Puffer. Zur Entfernung von eventuellen Zellkonglomeraten wurde 

die Zellsuspension unter Zugabe von 1ml MACS-Puffer filtriert. 

Zellsortierung 

Zur magnetischen Separation der markierten Zellen wurde der MACS-Multistand (Miltenyi 

Biotec) aufgebaut. Der Magnet (MiniMACS Separator, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Deutschland) wurde angeheftet und die Säule (MS Column, Miltenyi Biotec) eingehängt. Für 

jede Probe musste eine neue Säule verwendet werden. Zunächst musste die Säule mit 500µl 

MACS-Puffer gespült werden, bevor die Probe zugegeben werden konnte. Das Filtrat wurde 

als MACS- aufgefangen. Nach vollständigem Durchlauf der Probe wurde die Säule aus dem 

Magneten entfernt und im Nachbarraum mit dem Stempel mit 1ml MACS Puffer ausgepresst. 

Die so gewonnene Suspension wurde als MACS+ bezeichnet. Die MACS–Fraktionen wurden für 

anschließende Arbeiten eingefroren und sollten in dieser Arbeit keine weitere Verwendung 

finden. 

 

2.2.4. Zellselektion durch Auswahl monoklonaler Kolonien 

Die MACS+-Fraktion wurde in je 10ml Basisnährmedium suspendiert und in Petrischalen 

(Petrischale 92 x 16 mm ohne Nocken, Sarstedt AG) kultiviert.  
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Nach Bildung scharf begrenzter Zellagglomerate (Kolonien), wurden diese selektiv unter 

mikroskopischer Kontrolle mit Zellschabern von der PMMA gelöst, in sterilen 

Zellkulturflaschen kultiviert und inkubiert (37°C, 5% CO2).  

2.2.5. Kultivierung MACS+ Zellen 

Medienwechsel erfolgten erstmals nach 3 Tagen, danach dreimal pro Woche. Nachdem die 

Kulturen erneut eine Zelldichte von 80-85% erreicht hatten, wurden die Zellen passagiert und 

auf je 4 Flaschen aufgeteilt. 

2.3. Nachweis der Expression von TLR3 

Die MACS+ Zellen der dritten Passage wurden auf die Expression von TLR3 durch intrazelluläre 

Anfärbung des Rezeptors und Durchflusszytometrie sowie die Transkription TLR3 spezifischer 

mRNA mittels RT-qPCR bestimmt. 

2.3.1. Durchflusszytometrie 

Die Permeabilisierung und Fixierung der Zellen erfolgte mit dem BD Cytofix/Cytoperm™ 

Fixation/Permeabilization Solution Kit (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA). 

Vorbereitung der Kulturen 

MACS+ Zellen der dritten Passage wurden nach Absaugen des Nährmediums mit PBS 

gewaschen und mit Accutase (10%) benetzt. Es folgte die Inkubation (37°C, 15 Minuten). Nach 

Lösen der Zellen wurden diese in 50ml Falcon Röhrchen pipettiert und zentrifugiert (37°C, 

370G, 10 Minuten). Die Supernanten wurden entfernt und die Zellpellets in 250µl 

fixation/permeabilization solution (BD Biosciences) mit 10µl FCR Blocking Reagent (Miltenyi 

Biotec) resuspendiert und inkubiert (4°C, 20 Minuten). Danach wurden die Zellen noch 

zweimal mit Saponin (BD Perm/Wash™ buffer, BD Biosciences) gewaschen. 

Intrazelluläre TLR3 Färbung 

Nach Resuspension der Zellpellets in 50µl BD Perm/Wash Puffer wurden 5µl 2-anti TLR3-PE 

und 5µl 1-rat IgG1-k-PE Isotype Kontrolle (beide BD Biosciences) zugegeben und (da es sich 

bei der Antikörperbindung um eine reversible Reaktion mit exothermer Hinreaktion handelt) 

im Dunkeln inkubiert (4°C, 30 Minuten). Die Proben wurden zwei weitere Male mit je 1ml BD 
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Perm/Wash Puffer gewaschen und schließlich in 200µl Staining Puffer (BD Biosciences) 

resuspendiert. 

Messung 

Die Fluoreszenzmessung der Proben erfolgte mittels FACSCalibur E6370 und der Software 

FACSComp 5.1.1 (beide: BD Biosciences). 

 

2.3.2. Real-Time-Polymerasekettenreaktion 

Ergänzend zur durchflusszytometrischen Detektion von TLR3 wurde auch die Expression TLR3 

spezifischer mRNA nach RNA-Extraktion und reverser Transkription durch RT-qPCR 

untersucht. 

Vorbereitung der Proben 

Die MACS+ Zellen wurden mittels Accutase (10%) und halbstündlicher Inkubation (37°C, 5% 

CO2) aus den Zellkulturflaschen gelöst. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert und das Eluat 

entfernt (37°C, 370G, 10 Minuten). Nach Resuspension in Basisnähmedium und Bestimmung 

der Zellzahl wurden 3x105 Zellen je Probe auf 6-Well-Platten bis zu einer Konfluenz von 80% 

kultiviert (37°C, 5% CO2).  

RNA-Extraktion 

Die RNA-Extraktion wurde mit dem Rneasy® Protect Mini Kit (250) (Qiagen, Hilden, 

Deutschland) durchgeführt. Die Medien wurden abgesaugt und die Zellen mit je 300µl Lysis 

Puffer benetzt [RLT-Puffer (Qiagen) /β-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich); 100:1]. Die Zellen 

wurden mit Zellschabern und durch Spülen mit je 300µl Ethanol (70%) gelöst, in 

Zentrifugenröhrchen (Collection Tubes (2 ml); Qiagen) mit Filter (Rneasy MiniSpinColumns; 

Qiagen) pipettiert und zentrifugiert (Centrifuge 5417 R, Eppendorf, 10000G, 20s). Das Eluat 

wurde verworfen, je 700µl RW1 Puffer (Qiagen) zugegeben und erneut zentrifugiert (10000G, 

20s). Das Eluat wurde erneut verworfen und 500µl RPE-Puffer (Qiagen) zugegeben und 

zentrifugiert (10000G, 20s). Das Eluat wurde wiederum verworfen und der Vorgang 

wiederholt. Nach trockener Zentrifugation (10000G, 20s) konnten die Filter in neue 1,5ml 

Röhrchen gesteckt und mit je 25µl RNase freiem Wasser (Qiagen) zentrifugiert (10000G, 1min) 

werden.   
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Reverse Transkription (RT) 

Zur Reversen Transkription wurde das QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen) 

verwendet. Die in den gewonnenen Proben enthaltene RNA wurde photometrisch (6131 

BioPhotometer, Eppendorf) quantifiziert. Es folgte eine Verdünnung mit RNase freiem Wasser 

auf 1µg/10µl. Je Probe wurden 12µl [und zusätzlich in ein weiteres als Kontrolle des DNA 

Wipeouts (no-RT)] in PCR-Röhrchen (Qiagen) gegeben. Zur Reinigung der Proben von gDNA 

wurden sie mit je 2µl gDNA Wipeout Puffer (Qiagen) versetzt. Die Inkubation erfolgte bei 42°C 

für 2 Minuten und wurde abrupt mittels Eisbades beendet. Es folgte die Zugabe der 

Komponenten zur Reversen Transkription. Für die no-RT-Probe wurde keine RT durchgeführt. 

Komponente: Volumen je Probe 
[µl] 

RT-master mix (Reverse Transkriptase) 1 

Quantiscript RT Buffer, 5x 4 

RT Primer Mix 1 

RNA Probe 1 

Nach Inkubation (42°C, 15min) wurde die RT durch Denaturierung der Reversen Transkriptase 

(95°C, 3 Minuten) gestoppt. Die Proben wurden im Verhältnis 1:10 mit RNase freiem Wasser 

verdünnt. 

 

LightCycling (qPCR mit Sonden) 

Pro Probe und Primer wurden je 5µl der cDNA-Probe mit 4µl RNase freiem Wasser, 10µl 

FastStart Essential DNA Probes Master (Roche Life Science, Prenzberg, Deutschland) und 1µl 

des jeweiligen Primers auf einer 96-Well-Platte (96-Well Hard Shell Platte; Roche Life Science) 

vermischt. Selbiges geschah mit der no-RT Probe sowie einer Probe DNase freien Wassers. 
 

Gen Assay ID Gene Symbol Accession ID Primer Sequenz 

PGK-1 102083 PGK1 H. 
sapiens 

ENST00000373316 FWD: GGAGAACCTCCGCTTTCAT 
REV: GCTGGCTCGGCTTTAACC 

TLR3 111008 TLR3 
H.sapiens 

ENST00000296795 FWD: TTTGCGAAGAGGAATGTTTAAATCT 
REV: CACCTATCCGTTCTTTCTGAACTG 

PGK-1 (Phosphoglycerate kinase 1), TLR3 (Toll-like Rezeptor 3) 

Alle: Roche Life Science 

Tabelle 5 Primerliste zum Nachweis TLR3 assoziierter mRNA Transkription 

(alle Qiagen) 
Tabelle 4 

Reaktionsgemisch zur 

reversen Transkription 
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Die Platte wurde mit einer Folie (Thermo Fisher Scientific) verklebt und die LightCycling 

Prozedur für 40 Zyklen gestartet (LightCycler 96; Roche Life Science). Die Messung der 

Fluoreszenz wurde während der Denaturierung durchgeführt. 

 

Programm Temperatur [°C] Dauer [s] Zyklen 

Vorinkubation 95 600 1 

Denaturierung 95 10  

Abkühlung 60 30 40 

Elongation 72 1  

Abkühlung 37 30 1 

 

Die Anzahl an Transkripten wurde relativ zur Expression von PGK1 mit der der ΔΔCP-Methode 

bestimmt. 

 

2.4. Untersuchung MSC-spezifischer Zellmerkmale 

2.4.1. Durchflusszytometrie 

Die MACS+ Zellen der dritten Passage wurden mittels Durchflusszytometrie auf MSC 

spezifische Marker getestet. Dabei wurde die Expression definierter Clusters of Differentiation 

(CD) nach Stimulation mit Poly(I:C) (InvivoGen, San Diego, Kalifornien, USA) mit einer Kontrolle 

verglichen. 

Stimulation der Zellen 

Je Patient wurden zwei 75ml Zellkulturflaschen mit kultivierten MACS+ Zellen der dritten 

Passage verwendet. Davon wurde eine Flasche mit Poly(I:C)(HMW) supplementiertem 

Basisnährmedium (10µg/ml) über 24 Stunden (37°C, 5% CO2,) stimuliert. Die Kontrollen 

erhielten weiterhin Basisnährmedium. 

Vorbereitung der Proben 

Die MACS+ Zellen der dritten Passage wurden nach Absaugen des Mediums dreimal mit PBS 

gewaschen und mittels Accutase (10%) benetzt und inkubiert (37°C, 15 Minuten). Die 

Zellsuspensionen wurden in 50ml Falcon Röhrchen pipettiert. Nach Zentrifugation (37°C, 

Tabelle 6 Thermocycling im 
LightCycler bei RT-qPCR 
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370G, 7 Minuten) wurden die Supernanten abgesaugt und die Zellpellets ein weiteres Mal mit 

PBS gewaschen. Danach wurden sie in 10ml PBS resuspendiert und ihre Konzentration mittels 

Neubauerzählkammer bestimmt. Je Patient sollten sieben Proben je. 106 Zellen hergestellt 

werden, daher wurden die Zellen in zwei 5ml FACS-Röhrchen (Sarstedt AG) transferiert und 

das Volumen auf je 100µl pro Probe mit PBS aufgefüllt. 

Antikörperbindung und Fixierung 

Zu jedem Röhrchen wurden 5µl FCR-Blocking-Reagent (Miltenyi Biotec) sowie Antikörper und 

Isotyp Kontrolle gegeben und vermischt. Anschließend folgte eine Inkubation im Dunkeln (4°C, 

30min). Ungebundene Antikörper wurden durch Waschung mit PBS entfernt. Nach 

Zentrifugation (37°C, 370G, 7 Minuten) wurden die Supernanten abgekippt und die Zellpellets 

mit 300µl FACS-Puffer (PBS, 0,5-1,0% BSA, 0,1% Natriumacid) bedeckt.  

Antikörper Menge (AK) Isotyp Kontrolle Menge (IK) 

antiCD14-FITC, human 10µl mouse IgG2a-FITC 10µl 

antiCD90-PE, human 10µl mouse IgG1-PE 10µl 

antiCD105-PE, human 10µl mouse IgG1-PE 10µl 

antiCD73-PE, human 10µl mouse IgG1-PE 10µl 

antiCD34-PE, human 10µl mouse IgG2a-PE 10µl 

antiCD45-APC, human 10µl mouse IgG2a-APC 10µl 

antiCD146-PE, human 10µl mouse IgG1-PE 10µl 

Alle: Miltenyi Biotec 
Tabelle 7 Antikörper zur durchflusszytometrischen Bestimmung der G-MSC Marker 

Messung 

Die Fluoreszenzmessung der Proben erfolgte mittels FACSCalibur E6370 und der Software 

FACSComp 5.1.1 (Becton Dickinson). 

2.4.2. Real-Time-Polymerasekettenreaktion 

Der Nachweis definierter mRNA wurde nach RNA Extraktion und Reverser Transkription (RT) 

unter Verwendung einer Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR) durchgeführt. 
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Vorbereitung der Kulturen 

Je Patient wurden zwei Kulturen a 3x105 MACS+ Zellen der dritten Passage auf 6-Well-Platten 

unter Anwendung von Accutase und Neubauerzählkammer vorbereitet. 

 

Stimulation 

Nach Erreichen einer Zelldichte von 80% wurde je eine Kultur mit Poly(I:C) supplementiertem 

Basisnährmedium (10µg/ml) für 24h stimuliert. Die Kontrollen erhielten weiter 

Basisnährmedium. 

 

RT-qPCR 

Die RT-qPCR wurde analog zum oben beschriebenen Vorgehen unter Verwendung des 

Rneasy® Protect Mini Kit (250) (Qiagen) und des QuantiTect® Reverse Transcription Kit 

(Qiagen) durchgeführt. Je 5µl der gewonnen cDNA Probe wurde mit 4µl RNse freiem Wasser, 

10µl FastStart Essential DNA Probes Master (Roche Life Science) und 1µl des entsprechenden 

Primers vermischt. 

Gen Assay ID Gene Symbol Accession ID Primer Sequenz 

PGK-1 102083 PGK1 H. 
sapiens 

ENST00000373316 FWD: GGAGAACCTCCGCTTTCAT 
REV: GCTGGCTCGGCTTTAACC 

NANOG 148147 NANOG 
H.sapiens 

ENST00000229307 FWD: GAGATGCCTCACACGGAGAC 
REV: AGGGCTGTCCTGAATAAGCA 

OCT4A 113034 OCT4A 
H.sapiens 

ENST00000259915 FWD: GCAAAACCCGGAGGAGTC 
REV: TCCCAGGGTGATCCTCTTCT 

SOX2 111867 SOX2 
H.sapiens 

ENST00000325404 FWD: ATGGGTTCGGTGGTCAAGT 
REV: GGAGGAAGAGGTAACCACAGG 

KLF4 125775 KLF4 H. 
sapiens 

ENST00000358094 FWD: CGCGCTGAGGAGGAGCC 
REV: CCTGGGTCATGTTCTGAGGGAG 

MSX-1 137021 MSX-1 H. 
sapiens 

ENST00000382723 FWD: AGTTCTCCAGCTCGCTCAGC 
REV: GGAACCATATCTTCACCTGCGT 

REX-1 122584 REXO1 H. 
sapiens 

ENST00000170168 FWD: TGAAAGCCCACATCCTAACG 
REV: CAAGCTATCCTCCTGCTTTGG 

PGK-1 (Phosphoglycerate kinase 1), MSX-1 (msh homeobox 1), NANOG (NANOG homeobox), SOX2 (sex 

determining region Y- box 2), OCT4A (octamer- binding transcription factor 4), REX-1 (RNA exonuclease 1 

homolog), KLF4 (Kruppel like factor 4) 

*Alle: Roche Life Science 
Tabelle 8 Primerliste zur Analyse MSC spezifischer mRNA Transkription 
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Die LightCycling Prozedur wurde über 40 Zyklen durchgeführt (Light Cyler 96; Roche Life 

Science) und die Transkripte mit der ΔΔCP-Methode relativ zur Expression von PGK1 

bestimmt. 

 

2.4.3. Koloniebildung 

Zur Untersuchung der koloniebildenden Eigenschaften der kultivierten Zellen wurden je Probe 

1,63 Zellen pro cm2 (~110 Zellen) in Petrischalen mit je 10ml Basisnährmedium kultiviert [153, 

223]. 

Vorbereitung der Kulturen 

MACS+ Zellen der dritten Passage wurden in oben genannter Weise mittels Accutase (10%) 

abgelöst und suspendiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte unter Verwendung einer 

Neubauerzählkammer. Pro Petrischale wurde ein Volumen entsprechend der benötigten 

Zellzahl abpipettiert (Pipette, Eppendorf) und in ein Falcon Röhrchen gefüllt. Dieses wurde 

nun bis zu einem Volumen von 10ml mit Basisnährmedium aufgefüllt und in eine Petrischale 

pipettiert. Nach mikroskopischer Kontrolle wurden die Schalen für 24 Stunden inkubiert (37°C, 

5% CO2).  

Stimulation 

Die Stimulation erfolgte für 12 Tage mit Poly(I:C) supplementiertem Basisnährmedium 

(10µg/ml). Die Kontrollen erhielten weiterhin Basisnährmedium. Die Inkubation erfolgte unter 

Standardbedingungen (37°C, 5% CO2). Medienwechsel wurden jeden zweiten Tag 

durchgeführt. 

Färbung der Kolonien mit Kristallviolett und Zählung 

Nach Ansetzen des Kristallviolettfarbstoffs (0,3g, Merck, Darmstadt, Deutschland) /100ml 

Aqua dest. [Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Langenhagen, Deutschland]), wurde das 

Medium von den Zellen abgesaugt und eine zweifache Waschung durchgeführt. Zur Fixierung 

der Zellen wurden 5ml Ethanol (80%, -4°C) verwendet. Nach einer Fixierungszeit von 5 

Minuten wurde der Alkohol abgekippt und 5ml Farbstoff zugegeben. Dieser wirkte 10 Minuten 

unter ständigem Schwenken (Rotamax, Heidolph, Schwabach, Deutschland) ein und wurde 

danach abgekippt. Nach zweimaligem Waschen mit destilliertem Wasser und anschließendem 
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Trocknen konnten die Kolonien fotografisch dokumentiert werden (Canon 6D Mark II [Canon 

Inc. Tokio, Japan] mit Sigma 105mm Makroobjektiv [Sigma Corporation, Kawasaki, Japan]). 

Zellansammlungen von ≥ 50 Zellen wurden als Kolonien gezählt [153]. Die Zählungen erfolgten 

durch drei gleichermaßen geschulte und erfahrene Personen. 

 

2.4.4. Metabolische Aktivität 

Der MTT-Test wurde mit dem Cell proliferation Kit I (MTT) (Roche Life Science) gemäß der 

Herstelleranweisungen durchgeführt. 

Vorbereitung der Kulturen 

Die Zellkulturen MACS+ Zellen der dritten Passage wurden gewaschen, durch Accutase aus den 

Zellkulturflaschen gelöst, mittels Zentrifugation (37°C, 370G, 10 Minuten) getrennt und die 

Zellzahl mittels Neubauerzählkammer bestimmt). Die Zellen wurden resuspendiert und je 

5x103 Zellen/Probe in 24-Well-Hard-Shell-Platte (Roche Life Science) verteilt. Es folgte die 

Herstellung eines Standards von 5x104 Zellen. Die Zellen wurden 24 Stunden inkubiert (37°C, 

5% CO2). 

Stimulation 

Nach 24 Stunden wurden die Zellen mittels phasenkontrastinvertierten Mikroskops 

kontrolliert und die Medien abgesaugt. Es wurden Kontroll- und Stimulationsmedien 

zugegeben und die Zellen für 1, 6 und 12 Tage stimuliert (37°C, 5% CO2). Das Kontrollmedium 

entsprach dem Basisnährmedium, für das Stimulationsmedium wurde Poly(I:C) HMW 

supplementiert (10µg/ml). Medienwechsel erfolgten dreimal pro Woche. 

Färbung 

Nach Absaugen der Medien wurden je 100µl des MTT labeling reagent (0,5mg/ml; Roche Life 

Science) den Wells zugegeben. Es folgte eine Inkubation für 4 Stunden (37°C, 5% CO2). Die 

Zellen wurden unter Zugabe von je 100µl solubilisation solution (Roche Life Science) und 

weiterer 12-stündiger Inkubation (37°C, 5% CO2) lysiert.  

Messung 

Die Optische Dichte wurde mittels Multiscan Go Mikrotitrierplatten-Spektrophotometer 

(Thermo Fisher Scientific) bei einer Wellenlänge von 550nm bestimmt. Der Standard wurde 
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im Verhältnis 1:1 geometrisch verdünnt und die Probekonzentration durch Vergleich mit der 

Standardkurve bestimmt (ScanIt software for Microplate Readers v. 5.0.0.42, Thermo Fisher 

Scientific). 

 

2.4.5. Proliferation 

In Ergänzung zur MTT wurde die Proliferation der MACS+ Zellen über einen Zeitraum von 12 

Tagen unter Poly(I:C) Stimulation untersucht. 

Vorbereitung der Kulturen 

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und mit Accutase von der PMMA-Oberfläche der 

Zellkulturflaschen abgelöst. Nach Zentrifugation (37°C, 370G, 10 Minuten) und Entfernung des 

Supernanten wurde die Zellzahl unter Einsatz der Neubauerzählkammer bestimmt. Je Patient, 

Tag und Stimulation wurden 104 Zellen in 24-Well-hard-shell-Platten ausgesät und für 24h 

inkubiert (37°C, 5% CO2). 

Stimulation 

Nach mikroskopischer Kontrolle der Wells wurde das Stimulationsmedium, bestehend aus 

Basisnährmedium und Poly(I:C) Supplement (10µg/ml), zugegeben. Die Kontrollen erhielten 

weiter Basisnährmedium. Die Stimulation erstreckte sich über ein Intervall von 1 bis 12 Tagen. 

Die Proben wurden unter Standardbedingungen inkubiert (37°C, 5% CO2), wobei die Medien 

dreimal wöchentlich erneuert wurden. 

Messung 

Die Zählungen wurden an aufeinander folgenden Tagen über einen Gesamtzeitraum von 12 

Tagen nach Stimulationsbeginn durchgeführt. Die Medien der entsprechenden Tage wurden 

abgesaugt und 1ml Accutase (10%) zugegeben. Nach einer halbstündigen Inkubationszeit 

unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO2) konnten die Zellen mittels Neubauerzählkammer 

quantifiziert werden. Um die Genauigkeit zu erhöhen, wurden alle Wells 3x gemessen und der 

Mittelwert bestimmt. 
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2.4.6. Multilineare Differenzierung (Färbung und Quantifizierung) 

Untersucht wurde das osteogene, adipogene und chondrogene Differenzierungspotential der 

MACS+ Zellen in qualitativer Weise [153, 171, 223]. Außerdem wurde die Menge des 

gebundenen Farbstoffs nach Extraktion mittels Photometrie quantifiziert. 

2.4.6.1. Osteogene Differenzierung 

Vorbereitung der Kulturen 

Die Gewinnung und Zählung der MACS+ Zellen der dritten Passage erfolgte wie oben 

beschrieben. Je Patient wurden drei Wells auf 6-Well-Platten (Sarstedt AG) mit einer Zelldichte 

von 2x104 Zellen je Well besiedelt und inkubiert (37°C, 5% CO2). 

Stimulation 

Die Stimulation der Zellen begann nach Erreichen einer Zelldichte von 80-85% durch Zugabe 

von 2ml osteogenem Medium (PromoCell, Heidelberg, Deutschland) über einen Zeitraum von 

3 Wochen. Die Kontrollen erhielten weiterhin Basisnährmedium. Die Negativkontrolle erfolgte 

über Basisnährmedium. Medienwechsel wurden dreimal wöchentlich durchgeführt und die 

Zellen unter Standardbedingungen inkubiert (37°C, 5% CO2). 

Färbung 

Nach 3 Wochen Stimulationszeit wurden die Medien abgesaugt und die Zellkulturen dreimal 

mit PBS gewaschen. Die Wells wurden mit Ethanol (70%, 0°C) für 5 Minuten fixiert und danach 

mit je 2ml Alizarin Rot (2%, Sigma-Aldrich) für 5 Minuten gefärbt. Zur Minimierung von 

Klumpen wurde der Farbstoff mit Salzsäure (1Mol, Merck KGaA) und Natronlauge (1Mol, 

Merck KGaA) tropfenweise auf einen pH-Wert von 4,1-4,2 titriert und für 5 Minuten auf den 

Wells belassen. Nach Abkippen des Farbstoffs wurden die Wells mit destilliertem Wasser von 

überflüssiger Farbe bereinigt und die Proben mittels phasenkontrastinvertierten Mikroskops 

untersucht. 

Quantifizierung der Färbung 

Die Extraktion des Farbstoffs erfolgte unter Zugabe von je 500µl Essigsäure (10%; Merck KGaA) 

je Well und Inkubation bei Raumtemperatur für 30 Minuten unter ständigem Schwenken. Der 

Zellrasen wurde anschließend mittels Zellschabern abgelöst, in 1,5ml Röhrchen transferiert 

und jeweils für 30 Sekunden auf höchster Stufe vermischt (Vortex Genie 2). Nach 10-minütiger 
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Erhitzung (85°C; Biometra TB2 Thermoblock, Analytik Jena AG, Jena, Deutschland) und 

anschließender Abkühlung im Eisbad wurden die Proben zentrifugiert (37°C, 20.000G, 15 

Minuten). Vom Supernanten wurden 200µl abgenommen und auf eine 96-Well Platte 

gegeben. Der saure pH-Wert wurde unter Zugabe von 75µl Ammoniumhydroxid (10%; Sigma-

Aldrich) neutralisiert. Die Messung erfolgte photometrisch (405nm; Multiscan Go 

Mikrotitrierplatten-Spektrophotometer, Thermo Fisher Scientific). Die Konzentrationen 

wurden relativ zu einem Standard des Farbstoffes ermittelt (ScanIt software for Microplate 

Readers v. 5.0.0.42, Thermo Fisher Scientific). 

 

2.4.6.2. Adipogene Differenzierung 

Vorbereitung der Kulturen 

Die MACS+ Zellen der dritten Passage wurden analog zur osteogenen Differenzierung 

gewonnen und auf 6 Well Platten kultiviert. 

Stimulation 

Nach Erreichen von 80-85%iger Konfluenz wurden die Kulturen mit je 2ml adipogenem 

Differenzierungsmedium (PromoCell) über einen Zeitraum von 4 Wochen stimuliert. Die 

Kontrollen erhielten weiter Basisnährmedium. Inkubiert wurde unter Standardbedingungen 

(37°C, 5% CO2). Medienwechsel erfolgten an jedem zweiten Tag. 

Färbung 

Zur Färbung der Lipid-Inklusionen wurden die Medien abgesaugt und die Kulturen dreimal mit 

PBS gewaschen. Nach Fixierung der Präparate durch Isopropanol (0°C, 60%, Sigma-Aldrich) für 

5 Minuten wurde je 1ml Ölrot-Farbstoff (0,3%, Red Oil O, Chroma-Gesellschaft Schmid & Co. 

Stuttgart-Untertürckheim, Deutschland) zugegeben und 10 Minuten belassen. Der Farbstoff 

wurde abgekippt und die Proben mit destilliertem Wasser gewaschen.  

Quantifizierung der Färbung 

Der Ölrotfarbstoff wurde durch Zugabe von 1ml Isopropanol (100%) und 15-minütiger 

Inkubation bei Raumtemperatur unter ständigem Schwenken gelöst. 100µl der Lösung 

wurden abgenommen und zur Messung auf eine 96-Well Platte gegeben. Die Menge an 

Farbstoff konnte photometrisch (540nm) gegen einen Standard ermittelt werden. 
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2.4.6.3. Chondrogene Differenzierung 

Vorbereitung der Kulturen 

Zur chondrogenen Differenzierung wurden je Patient zwei 

Proben von 3x105 Zellen in beschriebener Weise den 

Zellkulturflaschen entnommen und in 1,5ml Röhrchen zu 

Mikromassen zentrifugiert (37°C, 370G, 10 Minuten). Diese 

wurden für 2 Tage inkubiert (37°C, 5% CO2). 

Stimulation 

Die Stimulation erfolgte 2 Tage nach Herstellung der Kulturen. 

Es wurde für 5 Wochen ein chondrogenes 

Differenzierungsmedium (PromoCell) zugegeben. Die 

Kontrollen erhielten weiter Basisnährmedium. Medienwechsel 

erfolgten an jedem zweiten Tag. Die Kulturen wurden 

grundsätzlich vor und nach dem Wechsel zentrifugiert (37°C, 

370G, 5 Minuten). 

Färbung 

Nach Zentrifugation (37°C, 370G, 10 Minuten), Absaugen der Medien und dreimaligem 

Waschen mit PBS wurden die Zellpellets in 100ml PBS mit 4ml Paraformaldehyd (37%, Merck 

KGaA) und 10ml Glutaraldehyd (25%, Merck KGaA) über 24 Stunden fixiert. Nach erneuter 

Waschung mit PBS wurden die Zellpellets in Bio Kassetten (Bio Optica, Mailand, Italien) 

zwischen zwei Biopsy Pads (Bio Optica) gelegt. Um die Pellets zur histologischen Färbung in 

einen schneidfähigen Zustand zu überführen, war die Einbettung in Paraffin notwendig. Da 

Paraffin stark lipophil ist und sich deshalb nicht mit der im Pellet befindlichen hydrophilen 

Flüssigkeit mischt, musste letztere über mehrere Zwischenstufen zunächst durch Ethanol, 

dann durch Xylol (Büfa Chemie, Oldenburg, Deutschland) und schließlich durch Paraffin 

(McCormick, Sparks, USA) substituiert werden. Die Einbettung in Paraffin wurde durch den 

Tissue Processor TPC15 Duo (Medite Medizintechnik, Burgdorf, Deutschland) durchgeführt. 

Das Programm besteht aus 12 Schritten, die über einen Zeitraum von 24 Stunden 

automatisiert ablaufen. Dabei wurden die Bio Kassetten mit den Pellets über definierte 

Zeiträume in verschiedenen Bädern gelagert. Die nun paraffininfiltrierten Pellets wurden 

 

Abbildung 7 Mikromasse vor 
chondrogener Differenzierung 
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anschließend in flüssiges Paraffin eingeschlossen und für eine Nacht im Kühlschrank gelagert 

(8°C, Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland). 

Schritt Dauer  
[h] 

Temp. 
[°C] 

Konzentration 
[Vol. %] 

Medium 

1 2 30 70 Ethanol 
2 2 30 80 Ethanol 
3 2 30 90 Ethanol 
4 2 30 100 Ethanol 
5 2 30 100 Ethanol 
6 2 30 100 Ethanol 
7 2 30 100 Xylol 
8 2 30 100 Xylol 
9 2 30 100 Xylol 
10 2 60 100 Paraffin 
11 2 60 100 Paraffin 
12 2 60 100 Paraffin 

Zur Herstellung histologischer Präparate wurden die Blöcke 

mit einem Schlittenmikrotom (Thermo Fisher Scientific) in 5µm 

dicke Scheiben geschnitten und über das Paraffinstreckbad 

(Medax, Neumünster, Deutschland) auf Objektträgern 

(Thermo Fisher Scientific) platziert. Vor der Färbung wurden die Schnitte 8 Stunden bei 30°C 

getrocknet. 

Schritt Dauer 
[min] 

Konzentration  
[Vol. %] 

Medium 

1 5 100 Xylol* 
2 5 100 Xylol 
3 5 100 Xylol 
4 2 96 Ethanol 
5 2 70 Ethanol** 
6 2 60 Ethanol 
7 60 1% 

3% 
Alzianblau 
Essigsäure*** 

8 5 100 Aqua dest.  
9 5 0,1 Kernechtrot 
10 1 100 Aqua dest. 
11 2 100 Ethanol 
12 2 100 Ethanol 
13 5 100 Xylol 
14 5 100 Xylol 

Für die Alzianblaufärbung (eine Glykosaminoglykanfärbung) wurden die Objektträger durch 

mehrere Bäder geführt, welche das Ziel hatten das Paraffin aus den Präparaten zu eliminieren. 

* Büfa Chemie, Oldenburg, 
 Deutschland 
** TH.Geyer, Stuttgart,  
 Deutschland 
*** Merck, Darmstadt,  
 Deutschland 

Tabelle 10 Färbeprotokoll nach 

chondrogener Differenzierung 

Tabelle 9 Ablauf der 
Paraffineinbettung der 
Mikromassen nach chondrogener 
Differenzierung 
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Es folgte das Färbebad mit Alzianblau (Merck KgaA), die Waschung und folgend die 

Zweitfärbung mit Kernechtrot (Sigma-Aldrich). 

Nach Abschluss der Färbungen wurden die Deckgläschen mit Eukitt Einschlussmittel (O. 

Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland) verklebt und mikroskopisch untersucht (Axioplan 2, 

Zeiss). 

 

 

Automated digital image quantification 

Quantifiziert wurde sowohl die Alzianblau- als auch die Kernechtrotfärbung. Von beiden 

Farbstoffen wurden Verdünnungsreihen erstellt, welche der Kalibrierung der Farbmaskierung 

dienten. Im HSB Farbraum wurde die Darstellung der Alzianblaufärbung auf ein 

Winkelintervall von 135° bis 272° und die der Kernechtrotfärbung auf 273° bis -73° definiert. 

Zur Reduktion von Artefakten wurde weiter die Empfindlichkeit an einem leeren Präparat über 

den Hellwert auf 62% kalibriert. Eine Filterung anhand der Farbsättigung erfolgte nicht. 

Nach initialer Kontrolle und Selektion unversehrter Präparate wurden alle vorhandenen 

Schnitte mittels Zeiss Axiovert Mikroskop und AxioCam MRC Kamera unter Verwendung der 

Software ZEN 3.0 blue (alle: Zeiss) fotografiert. Die Bilder wurden als 36 bit Carl Zeiss Image 

File erstellt und als 8 bit Tagged Image File exportiert. Die Objektiv Vignettierung und der 

brennerspezifische Belichtungsgradient wurden mittels Adobe Photoshop Lightroom Classic 

(v. 9.2; Adobe Inc., San José, Kalifornien, USA) korrigiert. Die Auswertung der Färbungen aller 

Schnitte geschah unter Nutzung der Software ImageJ (v. 1.52a; Wayne Rasband, National 

Institute of Health, USA). Die gemessenen Pixelzahlen der zuvor definierten Spektren wurden 

relativ zur Anzahl der Pixel aller Spektren (0°-360°) bestimmt und statistisch ausgewertet. 
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2.4.7. Multilineare Differenzierung (RT-qPCR) 

Die Vorbereitung der Proben geschah analog zur Färbung. Es wurden für jeden Patienten zwei 

Proben hergestellt.  

Osteogene Differenzierung 

Stimuliert wurde die osteogene Differenzierungslinie mit osteogenem 

Differenzierungsmedium (PromoCell), substituiert mit 10µg/ml Poly(I:C) HMW für 3 Wochen. 

Die Kontrollen wurden ausschließlich mit osteogenem Differenzierungsmedium stimuliert. 

 

Adipogene Differenzierung 

Zur Differenzierung wurden die Zellen mit adipogenem Differenzierungsmedium mit 10mg/ml 

Poly(I:C)HMW stimuliert (PromoCell). Die Kontrollen erhielten ausschließlich das 

Differenzierungsmedium. Der Stimulationszeitraum betrug 4 Wochen. 

 

Chondrogene Differenzierung 

Die chondrogene Differenzierungslinie wurde für 5 Wochen mit Poly(I:C) HMW (10µg/ml) 

supplementiertem chondrogenem Differenzierungsmedium (PromoCell) stimuliert. Die 

Kontrolle erhielt reines Differenzierungsmedium. Die Proben wurden vor und nach jedem 

Medienwechsel zentrifugiert (37°C, 370G, 5 Minuten). Medienwechsel erfolgten an jedem 

zweiten Tag. Inkubiert wurde unter Standardbedingungen (37°C, 5% CO2). 

 

2.4.7.1. mRNA Extraktion und RT-qPCR 

Osteogene und adipogene Differenzierung 

Die RNA-Extraktion und RT-qPCR wurden nach Ablösung der Zellen unter Zuhilfenahme von 

Zellschabern durchgeführt. Anwendung fanden das Rneasy® Protect Mini Kit (250) (Qiagen) 

und das QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen). Die Analyse der cDNA erfolgte mittels 

LightCyclers über 40 Zyklen. 
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Chondrogene Differenzierung 

Die Zellen wurden mittels Ultraschallimpulsen (Labsonic U, Braun, Melsungen, Deutschland; 

30kHz, 75W, 10s) lysiert. Die RNA Extraktion und RT-qPCR wurden analog zu den osteo-

/adipogenen Differenzierungslinien durchgeführt. 

Gen Assay 
ID 

Gene 
Symbol 

Accession ID Primer Sequenz 

RUNX2 113380 RUNX2 
H. sapiens 

ENST00000359524 FWD: GCCTAGGCGCATTTCAGAT 
REV: CTGAGAGTGGAAGGCCAGAG 

ALP 103448 ALP  
H. sapiens 

ENST00000374840 FWD: AGAACCCCAAAGGCTTCTTC 
REV: CTTGGCTTTTCCTTCATGGT 

OPN 101170 SPP1 H.sapiens ENST00000395080 FWD: CGCAGACCTGACATCCAGT 
REV: GGCTGTCCCAATCAGAAGG 

ON 103218 SPARC 
H.sapiens 

ENST00000231061 FWD: GGTGGAAGTAGGAGAATTTGATG 
REV: TGGTTCTGGCAGGGATTT 

PPARɣ 110607 PPARɣ 
H.sapiens 

ENST00000287820 FWD: GACAGGAAAGACAACAGACAAATC 
REV: GGGGTGATGTGTTTGAACTTG 

LPL 113230 LPL  
H.sapiens 

ENST00000311322 FWD: TCGTTCTCAGATGCCCTACA 
REV: GCCTGATTGGTATGGGTTTC 

ACAN 138057 ACAN 
H.sapiens 

ENST00000439576 FWD: GAACGACAGGACCATCGAA 
REV: AAAGTTGTCAGGCTGGTTGG 

PGK-1 102083 PGK1  
H. sapiens 

ENST00000373316 FWD: GGAGAACCTCCGCTTTCAT 
Rev: GCTGGCTCGGCTTTAACC 

RUNX2 (Runt- related transcription factor 2), ALP (alkaline phosphatase), OPN (Osteopontin), ON (Osteonektin), 

LPL (lipoprotein lipase), ACAN (Aggrecan), PPARɣ (proliferator- activated receptor gamma), PGK-1 

(Phosphoglycerate kinase 1) 

*Alle von Roche Life Science 
Tabelle 11 Primerliste zur Analyse differenzierungsspezifischer mRNA Transkription 

 

2.5. Statistische Auswertung 

Die Daten wurde unter Verwendung des Shapiro-Wilk-Tests auf ihre Normalverteilung 

untersucht und die Signifikanz der Ergebnisse mit dem nicht-parametrischen Wilcoxon 

Vorzeichen-Rang-Test mit der Software SPSS (v. 18.0.0, Chicago, IL, USA) ermittelt. Die 

Signifikanzschwelle wurde in der vorliegenden Studie auf p≤0,05 definiert. 
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3. Ergebnisse 

3.1. Isolation und Kultivierung MACS+ Zellen 

Die Gingivaproben wurden von 5 gesunden Spendern entnommen, präpariert und in 

Petrischalen mit Basisnährmedium angezüchtet.  

  
Abbildung 8 Gingivaexzisat und Präparation zur Kultivierung gingivalen Mischgewebes 

Links: gesäubertes Gingivaexzisat unmittelbar nach chirurgischer Entnahme; rechts: nach Präparation auf einer 

Petrischale plaziertes Gingivaexzisat mit Basisnährmedium 

 

 

Es bildete sich ein Saum aus gingivalem Mischgewebe. Nach ausreichender Proliferation 

wurden Stro-1 positive Zellen durch immunomagnetische Sortierung (MACS-Sorting) isoliert. 

  
Abbildung 9 Kultivierung gingivalen Mischgewebes 

Links: Zellwachstum nach 11 Tagen: Es hat sich ein deutlicher Saum epithelialer Zellen (Pfeil) um das Exzisat 

gebiltet sowie diffus verteilte fibroblastische Zellen; rechts: Mischgewebe 1 Monat nach Entnahme vor MACS-

Sorting 
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Nach MACS Sorting wurden die MACS+ Zellen in Petrischalen kultiviert. Unter Ausbildung von 

scharf begrenzten Kolonien konnten diese selektiv abgelöst werden. Die gelösten Zellen 

wurden in 75ml Zellkulturflaschen kultiviert und passagiert. Die Zellen der dritten Passage 

wurden zur Durchführung der Versuche verwendet. 

  
Abbildung 10 MACS+ sortierte Zellen 

Links: MACS+ sortierte Zellen der ersten Passage; rechts: MACS+ sortierte Zellen der dritten Passage vor 

Durchführung der Versuche 

 

3.2. Nachweis MSC-spezifischer Merkmale MACS+ Zellen 

3.2.1. Adhäsion an PMMA-Oberflächen 

Im Rahmen der Passagen wurden MACS+ Zellen abgelöst und in neue Flaschen transferiert. 

Nach 24h hafteten die Zellen erneut der PMMA Oberfläche an. 

  
Abbildung 11 Adhäsion MACS+ Zellen an PMMA Oberflächen 

Links: MACS+ sortierte Zellen unmittelbar nach Ablösung mittels Zellschabern; rechts: haftende Zellen, 24h nach 

Transfer 

 

  



Ergebnisse 

47 

3.2.2. Koloniebildung 

MACS+ Zellen der dritten Passage wurden in einer Zelldichte von 1,63 Zellen/cm2 auf 10cm 

Petrischalen 12 Tage kultiviert. Danach wurden sie mit Methanol fixiert und mit Kristallviolett 

gefärbt.  

Abbildung 5 Koloniebildung MACS+ sortierter Zellen 

Oben: Fotographische Darstellung der Koloniebildungen nach 12 Tagen und Färbung mit Kristallviolett; unten: 

mikroskopische Vergrößerung einer kleinen Kolonie (links), einer mittleren Kolonie (rechts) und einer großen 

Kolonie (Mitte) 

3.2.3. Multilineare Differenzierung 

3.2.3.1. Osteogene Differenzierung 

MACS+ Zellen der dritten Passage wurden in 6-Well-Platten bis zu einer Dichte von 80% 

kultiviert. Es folgte die dreiwöchige Differenzierung mit osteoinduktivem 

Differenzierungsmedium. Die Kontrollen erhielten weiter Basisnährmedium. Im Anschluss 

folgte die Färbung kalzifizierter Bereiche mit Alizarin Rot. 
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Abbildung 12 Osteogene Differenzierung MACS+ sortierter Zellen 

Links: zytologische Färbung mit Alizarin Rot nach dreiwöchiger osteogener Differenzierung und Färbung; rechts: 

Kontrolle 

 

Nach Abschluss der Stimulation wurden die Zellen lysiert und die RNA extrahiert. Die mRNA 

der Gene RUNX2 und ALP wurde mittels RT-qPCR quantifiziert. 

RUNX2 ALP 

  

Abbildung 13 Genexpression MACS+ sortierter Zellen nach osteogener Differenzierung 

Links: Expression von Runt-related transcription factor 2 relativ zur Expression der Phosphoglyceratkinase 1; 

rechts: Expression der Alkalischen Phosphatase relativ zu PGK1 

Signifikante Unterschiede (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 

 

Bei genauer Betrachtung der Genexpression MACS+ sortierter Zellen [Mediane Genexpression 

(Q25/Q75)] zeigten sich nach Differenzierung signifikant (p=0,43; Wilcoxon) erhöhte RUNX2 

Expressionen [,0079 (,0042/,0299)] im Vergleich zur Kontrolle [,0064 (,0029/,0115)]. Die ALP 

Expression wurde im Vergleich von Stimulation [,0016 (,0004/,0044)] und Kontrolle [,0003 

(,0001/,0004)] ebenfalls signifikant (p=0,043) gesteigert. 
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3.2.3.2. Adipogene Differenzierung 

MACS+ Zellen der dritten Passage wurden in 6-Well-Platten bis zu einer Dichte von 80% 

kultiviert. Danach erfolgte die Induktion mit adipogenem Differenzierungsmedium. Die 

Kontrollen erhielten Basisnährmedium. Nach 4 Wochen wurden entstandene Lipidtröpfchen 

mit Ölrot gefärbt. 

  

Abbildung 14 Adipogene Differenzierung MACS+ sortierter Zellen 

Links: Zytologische Darstellung nach vierwöchiger adipogener Differenzierung und Färbung mit Ölrot; rechts: 

Kontrolle 

 

Zum gleichen Zeitpunkt wurden die Zellen lysiert, die RNA extrahiert und die Expression von LPL und 

PPARγ durch RT-qPCR quantifiziert. 

LPL PPARγ 

  

Abbildung 15 Genexpression MACS+ sortierter Zellen nach osteogener Differenzierung 

Links: Expression der Lipoproteinlipase relativ zur Expression der Phosphoglyceratkinase 1; rechts: Expression 

von peroxisome proliferator-activated receptor gamma relativ zu PGK1 

Signifikante Unterschiede (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 
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Die Genexpression [mediane Genexpression/PGK1 (Q25/Q75)] des Differenzierungsmarkers 

LPL wurde durch den adipogenen Stimulus [,0580 (,0279/,2950)] im Vergleich zur Kontrolle 

[,0003 (,0000/,0004)] signifikant (p=0,043; Wilcoxon) gesteigert. In gleicher Weise wurde auch 

die Transkription von PPARγ [,0010 (,0004/,0031)] signifikant (p=0,043) gesteigert [,0450 

(,0320/,0995)]. 

3.2.3.3. Chondrogene Differenzierung 

MACS+ Zellen der dritten Passage wurden in 1,5ml Röhrchen zur Mikromasse verdichtet und 

mit chondrogenem Differenzierungsmedium stimuliert. Die Kontrollen erhielten weiter 

Basisnährmedium.  

Nach 5 Wochen wurden die Pellets fixiert, in Paraffin eingebettet und die gebildeten 

Glykosaminoglykane mit Alzianblau gefärbt. Als Gegenfärbung wurde Kernechtrot eingesetzt. 

Abbildung 16 Chondrogene Differenzierung MACS+ sortierter Zellen 

Links: Histologische Darstellung nach fünfwöchiger chondrogener Differenzierung und Färbung mit 
Alzianblau/Kernechtrot; rechts: Kontrolle 

Die chondrogene Differenzierung weist qualitativ deutlich mehr Alzianblau auf, die Kontrollen 

im Vergleich deutlich mehr Kernechtrot. Zur quantitativen Bestimmung der Farbstoffanteile 

musste das Programm ImageJ durch Identifikation der farbstoffspezifischen Spektren 

kalibriert werden. Hierzu wurden Verdünnungsreihen der Färbelösungen angefertigt und die 

Maskierung von ImageJ auf die Färbung der Lösungen kalibriert. Dabei diente die 

entsprechend zu quantifizierende Färbung als Positivkontrolle und die Gegenfärbung als 

Negativkontrolle. 
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Für Alzianblau ergab sich ein Farbspektrum von 135° bis 272° und für Kernechtrot von 273° bis 

-73° im HSB Farbraum. Durch Eingrenzung der Helligkeit auf das Intervall von 0% bis 61%

konnten Artefakte in der Maskierung fast vollständig eliminiert werden. 

Abbildung 17 Kernechtrot und Alzianblau spezifische Farbspekten 
im HSB Farbraum 
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Abbildung 18 Kalibrierung der Alzianblau und Kernechtrot spezifischen Spektren mittels ImageJ 

Verdünnungsreihen der Färbelösungen für Alzianblau und Kernechtrot. Die roten Felder beschreiben die 
Maskierung. 

Messung der Alzianblau und Kernechtrot Anteile 

Die histologischen Schnitte wurden gemäß den oben bestimmten Parametern maskiert und 

die zur Färbung assoziierten Bereiche relativ zum Gesamtspektrum gemessen. Auf Grund der 

Dreidimensionalität des Modells mussten die Zellpellets vollständig aufgeschnitten und aus 

den Messungen aller Schnitte Mittelwerte gebildet werden. 
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Abbildung 19 Digitale Quantifizierung der Kernechtrot Färbung nach chondrogener Differenzierung MACS+ Zellen 

Links: Relativer Gehalt an Kernechtrot nach fünfwöchiger chondrogener Differenzierung und Kontrolle; oben: 
Maskierung des histologisch aufbereiteten Schnitts nach chondrogener Differenzierung; unten: Maskierung des 
histologisch aufbereiteten Schnitts der Kontrolle 
Signifikante Unterschiede (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 
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Abbildung 20 Digitale Quantifizierung der Alzianblau Färbung MACS+ Zellen nach chondrogener Differenzierung 

Links: Relativer Gehalt an Alzianblau nach fünfwöchiger chondrogener Differenzierung und Kontrolle; oben: 
Maskierung des histologisch aufbereiteten Schnitts nach fünfwöchiger chondrogener Differenzierung; unten: 
Maskierung des histologisch aufbereiteten Schnitts der Kontrolle 
Signifikante Unterschiede (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 
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Die Quantifizierungen von Kernechtrot und Alzianblau [mediane relative Pixel (Q25/Q75)] 

fielen komplementär zu einander aus. Wo Kernechtrot in der chondrogenen Differenzierung 

signifikant (p=0,43; Wilcoxon) vermindert war [,2903 (,2318/,3138)], war Alzianblau ebenfalls 

signifikant erhöht [,5991 (,5417/,7254) (p=0,43; Wilcoxon). Umgekehrt war Kernechtrot in der 

Kontrolle stärker ausgeprägt [,5452 (,4711/,5730)] als Alzianblau [,0041 (,0025/,0142]. 

 

 

Nach fünfwöchiger chondrogener Differenzierung wurden die Zellpellets mittels Ultraschalles 

homogenisiert, lysiert und die mRNA extrahiert. Die quantitative Expression von ACAN relativ 

zu PGK1 erfolgte durch RT-qPCR. 

 

ACAN  

 

 

Abbildung 21 Genexpression MACS+ sortierter Zellen nach chondrogener Differenzierung 

Expression von Aggrecan relativ zur Expression der Phosphoglyceratkinase 1 

Signifikante Unterschiede (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 
 

Die Expression von ACAN [mediane Genexpression/PGK1 (Q25/Q75)] war nach chondrogener 

Differenzierung [,0300 (,0160/,0390)] im Vergleich zur Kontrolle [,0009 (,0001/,0033)] 

signifikant erhöht (p=0,043; Wilcoxon). 
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3.2.4. Durchflusszytometrie 

Die Expression der MSC spezifischen Marker CD14, CD34, CD45, CD73, CD90 und CD105 wurde 

durchflusszytometrisch nach Antigenbindung gegen die komplementäre Isotyp Kontrolle 

gemessen. 

 

Abbildung 22 Histographische Darstellung der Expression MSC-spezifischer Oberflächenmarker MACS+ Zellen 

Oben: Expression der Negativmarker CD14, CD34 und CD45; unten: Expression der Positivmarker CD73, CD90 
und CD105 

MACS+ sortierte Zellen zeigten eine geringe Expression [mediane Fluoreszenzintensität (Q25/Q75)] der 

Marker CD14 [,62 (,52/,85)] und CD34 [2,24 (,64/3,39)], leicht erhöhte Expressionen von CD45 

[22,51 (18,86/35,20)] und CD105 [16,53 (6,15/37,37)], sowie hohe Expressionen von CD73 

[96,47 (93,44/97,08)] und CD90 [80,40 (74,91/84,66)] auf. 

 

3.3. Nachweis der Expression von TLR3 

Die Expression von TLR3 wurde an MACS+ Zellen der dritten Passage nach Permeabilisierung 

und intrazellulärer Markierung mit Anti TLR-3 PE durch Durchflusszytometrie untersucht. 

Weiter wurde die Expression von TLR3 auf mRNA Ebene mittels RT-qPCR nachgewiesen. 

PCR FACS 

  
Abbildung 23 Nachweis der Expression von TLR3 auf MACS+ sortierten Zellen 

Links: Quantifizierung TLR3 spezifischer Transkripte mittels RT-qPCR; rechts: durchflusszytometrische 
Quantifizierung der intrazellulären TLR3 Expression 
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TLR3 wurde von allen Kulturen auf mRNA-Ebene [mediane Genexpression/PGK1 (Q25/Q75)] 

transkribiert [,0040 (,0022/,0133)], und auch phänotypisch [mediane Fluoreszenzintensität 

(Q25/Q75)] exprimiert [37,10 (20,15/43,94)]. 

 

 

3.4. Untersuchung MSC-spezifischer Merkmale MACS+ Zellen nach 
TLR3 Aktivierung 

 

3.4.1. Koloniebildung 

Die MACS+ Zellen der dritten Passage wurden mit einer Zelldichte von 1,63 Zellen/cm2 auf 

10cm Petrischalen kultiviert und 12 Tage mit Basisnährmedium (Kontrolle) und Poly(I:C) 

supplementiertem Medium (Stimulation) stimuliert. Danach wurden sie mit eiskaltem 

Methanol fixiert und mit Kristallviolett gefärbt. Zellansammlungen von ≥ 50 Zellen wurden als 

Kolonien gezählt. Die Auszählung erfolgte dreifach unter Bestimmung des Mittelwertes.  
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Abbildung 24 Koloniebildungen nach 12-tägiger Stimulation mit Poly(I:C) 
Links: Koloniezählung (≥ 50 Zellen) bei TLR3 Aktivierung durch Poly(I:C) und Kontrolle; oben: Koloniebildungen 
nach Stimulation mit Poly(I:C); unten: Koloniebildungen der Kontrolle 
Signifikante Unterschiede (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 
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Die Koloniebildung MACS+ Kulturen [mediane Koloniezahl (Q25/Q75)] wurde in der 

Stimulation mit Poly(I:C) [32,33 (21,17/54,67)] im Vergleich zur Kontrolle [55,33 

(30,67/79,50)] signifikant (p=0,043; Wilcoxon) vermindert. 

 

 

 

 

3.4.2. Zellaktivität (MTT) 

Auf 24-Well Platten wurden jeweils 103 MACS+ Zellen ausgesät und in Basisnährmedium 

(Kontrolle) und Poly(I:C) supplementiertem Medium (TLR3) kultiviert. Nach 1, 6 und 12 Tagen 

wurde MTT Salz zugegeben und weitere 4 Stunden inkubiert. 12-stündiger Lyse folgend 

konnte die optische Dichte bei 550nm gegen einen Standard bestimmt werden. 

 

 

Tag 1   
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Abbildung 25 Metabolische Aktivität nach 1 Tag unter Poly(I:C) Stimulation 

Links: Metabolische Aktivität bei TLR3 Aktivierung durch Poly(I:C) und Kontrolle; oben: MTT Färbung nach 
Stimulation mit Poly(I:C); unten: MTT Färbung der Kontrolle 
Signifikante Ergebnisse (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 
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Abbildung 26 Metabolische Aktivität nach 6 Tagen unter Poly(I:C) Stimulation 

Links: Metabolische Aktivität bei TLR3 Aktivierung durch Poly(I:C) und Kontrolle; oben: MTT Färbung nach 
Stimulation mit Poly(I:C); unten: MTT Färbung der Kontrolle 
Signifikante Ergebnisse (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert.
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Abbildung 27 Metabolische Aktivität nach 6 Tagen unter Poly(I:C) Stimulation 

Links: Metabolische Aktivität bei TLR3 Aktivierung durch Poly(I:C) und Kontrolle; oben: MTT Färbung nach 
Stimulation mit Poly(I:C); unten: MTT Färbung der Kontrolle 
Signifikante Ergebnisse (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert.
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Die Bestimmung der metabolischen Aktivität [mediane relative metabolische Aktivität 

(Q25/Q75)] zeigte nach einem Tag eine signifikant (p=0,043; Wilcoxon) höhere MTT Färbung 

bei Poly(I:C) Supplementierung [,7326 (,3745/1,0668)] als in der Kontrollgruppe [,2519 

(,18345/,74455)]. Auf der anderen Seite zeigten folgende Auswertungen nach 6 und 12 Tagen 

signifikant (p=0,043) verminderte metabolische Aktivitäten zwischen Tag 6 Stimulation [,1249 

(,0690/,2479)] und Kontrolle [,5783 (,4036/,7752)], genau wie zwischen Tag 12 Stimulation 

[,0788 (,0521/,4634)] und der korrespondierenden Kontrolle [,5600 (,3916/,8217)]. 

 

3.4.3. Proliferation 

Zur Durchführung wurden für 12 Tage je Tag und Patient 104 MACS+ Zellen der dritten Passage 

auf 24-Well Platten kultiviert. Die Stimulation erfolgte unter Zugabe von Poly(I:C) 

supplementiertem Nährmedium, die Kontrollen erhielten Basisnährmedium. An jedem Tag 

wurden für 12 Tage die Zellzahlen mittels Neubauerzählkammer bestimmt. 

 

Abbildung 28 Proliferationskurve unter Poly(I:C) Stimulation 
Proliferation unter Stimulation von TLR3 durch Poly(I:C) über ein Intervall von 12 Tagen. 
Signifikante Ergebnisse (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 

 

Tag TLR3 Kontrolle Wilcoxon-

Test 

 Q25 Q50 

(Median) 

Q75 Q25 Q50 

(Median) 

Q75 2-seitige 

asymptotische 

Signifikanz 

1 7500 10000 12500 6250 10000 12500 0,317 

2 10000 12500 28750 8750 15000 25000 0,680 

3 8750 17500 23750 13750 25000 30000 0,102 

4 10000 17500 31250 15000 17500 43750 0,066 

5 5000 12500 37500 7500 12500 42500 0,593 

6 7500 15000 33750 12500 20000 55000 0,039* 

7 5000 15000 20000 13750 27500 60000 0,043* 
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8 10000 12500 35000 15000 22500 56250 0,080 

9 7500 17500 26250 18750 35000 51250 0,078 

10 13750 20000 46250 16250 35000 58750 0,066 

11 12500 15000 26250 18750 20000 48750 0,042* 

12 8750 17500 27500 16250 32500 58750 0,042* 
Tabelle 12 Statistische Auswertung der Zellzahl in 12 tägiger Stimulation mit Poly(I:C) 

3.4.4. Multilineare Differenzierung 

3.4.4.1. Osteogene Differenzierung 

Zur Quantifizierung der osteogenen Differenzierung wurden für jeden Patienten je 4 Proben 

von 5x104 Zellen MACS+ Zellen der dritten Passage in 6-Well Platten kultiviert. Nach Erreichen 

einer Dichte von 80% wurden zwei der Proben mit osteogenem Differenzierungsmedium und 

Poly(I:C) (10µg/ml), die Kontrollen jedoch nur mit osteogenem Differenzierungsmedium 

stimuliert. Nach 3 Wochen wurden zwei Proben für jeden Patienten mit Alizarin Rot gefärbt. 

Der Farbstoff wurde extrahiert und die Konzentration mittels Photometrie relativ zu einem 

Standard bestimmt. Die mRNA der verbleibenden Proben wurde extrahiert und nach reverser 

Transkription durch LightCycling mit DNA-Sonden quantifiziert. 

Abbildung 29 Osteogene Differenzierung MACS+ sortierter Zellen unter Poly(I:C) Stimulation 

Links: Zytologische Alizarin Rot Färbung nach dreiwöchiger osteogener Differenzierung und Poly(I:C) 
Stimulation; rechts: Alizarin Rot Färbung nach dreiwöchiger osteogener Differenzierung ohne Poly(I:C) 
Stimulation (Kontrolle) 
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Abbildung 30 Alizarin Rot Quantifizierung nach dreiwöchiger osteogener Differenzierung mit Poly(I:C) Stimulation 

Links: Vergleich der Alzian Rot Quantifizierung Poly(I:C) stimulierter und unstimulierter MACS+ Zellen nach 
dreiwöchiger osteogener Differenzierung; oben: Alzian Rot Färbung nach osteogener Differenzierung unter 
Poly(I:C) Stimulation; unten: Alzian Rot Färbung nach osteogener Differenzierung ohne Poly(I:C) Stimulation 
(Kontrolle). Signifikante Ergebnisse (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 

 

Die Alizarin Rot Färbung [relativer Ca2+ Gehalt (Q25/Q75)] wurde durch Poly(I:C) Stimulation 

[,2819 (,2264/,3003)] signifikant (p=0,043; Wilcoxon) im Verrgleich zur Kontrolle [,1536 

(,0988/,2039)] erhöht. 

 

RUNX2 ALP 

  
Abbildung 31 RUNX2 und ALP Expression nach osteogener Differenzierung unter Poly(I:C) Stimulation 

Vergleich der Genexpression zwischen MACS+ sortierten Kulturen nach dreiwöchiger osteogener 

Differenzierung mit und ohne Poly(I:C) Stimulation  

Links: Runt-related transcription factor 2; rechts: Alkalische Phosphatase 
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ON OPN 

  
Abbildung 32 ON und OPN Expression nach osteogener Differenzierung unter Poly(I:C) Stimulation 

Vergleich der Genexpression zwischen MACS+ sortierten Kulturen nach dreiwöchiger osteogener 

Differenzierung mit und ohne Poly(I:C) Stimulation 

Links: Osteonektin; rechts: Osteopontin 

 

Die Expression von RUNX2 [mediane Genexpression/PGK1 (Q25/Q75)] war nach Stimulation 

mit Poly(I:C) [,0190 (,0080/,0300)] im Vergleich zur Kontrollgruppe [,0210 (,0155/,0775)] 

reduziert. Ebenfalls vermindert transkribiert wurden ALP [,0025 (,0007/,0106)]/[,0068 

(,0022/,0140)] und OPN [,000048 (,000021/,0002995)]/[,00017 (,0000066/,00043)], ON 

hingegen wurde erhöht [,36 (,1045/,535)]/[,16 (,0635/,325)]. 

 

3.4.4.2. Adipogene Differenzierung 

Zur Vorbereitung der adipogenen Differenzierung erfolgte die Kultivierung von 4 Proben je 

3x104 MACS+ Zellen auf 6-Well-Platten. Nachdem diese eine Konfluenz von 80% erreicht 

hatten folgte die Stimulation mittels adipogenem Differenzierungsmedium in 

Supplementierung mit Poly(I:C) (10µg/ml) und schierem Differenzierungsmedium zur 

Kontrolle. Nach 4 Wochen wurden die Lipidtröpfchen von 2 der Proben mit Ölrot gefärbt. Der 

Farbstoff wurde extrahiert und die Konzentration relativ zu einem Standard photometrisch 

bestimmt. Die mRNA der verbleibenden Proben wurde extrahiert und durch reverse 

Transkription und LightCycling mit Sonden quantifiziert. 
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Abbildung 33 Adipogene Differenzierung MACS+ sortierter Zellen unter Poly(I:C) Stimulation 

Zytologische Ölrot Färbung MACS+ Kulturen nach vierwöchiger adipogener Differenzierung; links: Stimulation 

mit Poly(I:C); rechts: Kontrolle 
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Abbildung 34 Ölrot Quantifizierung nach vierwöchiger adipogener Differenzierung mit Poly(I:C) Stimulation 

Vergleich der Ölrot Quantifizierung Poly(I:C) stimulierter und unstimulierter MACS+ Zellen nach vierwöchiger 
adipogener vierwöchiger adipogener Differenzierung; oben: Ölrot Färbung nach adipogener Differenzierung 
unter Poly(I:C) Stimulation; unten: Ölrot Färbung nach adipogener Differenzierung ohne Poly(I:C) Stimulation 
(Kontrolle) 

 

 

Die Ölrot Färbung [medianer relativer Lipidgehalt (Q25/Q75)] nach adipogener 

Differenzierung wurde unter Stimulation mit Poly(I:C) [,2623 (,2519/,2689)] geringfügig im 

Vergleich zur Kontrolle [,2902 (,2329/,3147)] vermindert. 
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LPL PPARɣ 

Abbildung 35 LPL und PPARγ Expression MACS+ Zellen nach osteogener Differenzierung unter Poly(I:C) Stimulation 

Vergleich der Genexpression zwischen MACS+ sortierten Kulturen nach vierwöchiger adipogener 

Differenzierung mit und ohne Poly(I:C) Stimulation 

Links: Lipoproteinlipase; rechts: peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

Korrespondierend zur Färbung wurde die Transkription von LPL [mediane 

Genexpression/PGK1 (Q25/Q75)] durch Poly(I:C) Stimulation [,0282 (,0016/,1550)] im 

Vergleich zur Kontrolle [,0385 (,0065/,0720)] vermindert. Die Transkription von PPARγ wurde 

hingegen erhöht [,0495 (,0098/,0878)]/[,0260 (,0145/,0308)]. 

3.4.4.3. Chondrogene Differenzierung 

Die Kultivierung der Zellen zur chondrogenen Differenzierung fand in 1,5ml Röhrchen statt. Je 

Patient wurden 4 Proben von 3x104 Zellen verwendet, welche nach Zentrifugation mit 

Poly(I:C) supplementiertem chondrogenem Differenzierungsmedium (10µg/ml) stimuliert 

wurden. Die Kontrollen erhielten reines chondrogenes Differenzierungsmedium. Nach 5 

Wochen wurde die Hälfte der Proben fixiert und nach Herstellung histologischer Schnitte mit 

Alzianblau und Kernechtrot gefärbt. Die rot und blau gefärbten Bereiche wurden mittels 

Automated Digital Image Quantification quantifiziert. Die übrigen Proben wurden mittels 

Ultraschallimpulsen lysiert und ihre mRNA extrahiert und quantifiziert. 
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Abbildung 36 Chondrogene Differenzierung MACS+ sortierter Zellen unter Poly(I:C) Stimulation 

Histologisch aufbereitete, Alzianblau/Kernechtrot gefärbte MACS+ Mikromassen nach fünfwöchiger 

chondrogener Differenzierung; Links: Stimulation mit Poly(I:C); rechts: Kontrolle 

 

Alzianblau und Kernechtrot Quantifizierungen 

Die Alzianblau und Kernechtrot Quantifizierungen erfolgten unter Anwendung der zuvor 

definierten Standards: Alzianblau 135° bis 272°, Kernechtrot 273° bis 73°, Helligkeit 0% bis 

61%. Zur Kompensation der Geometrie der Anschnitte wurden alle Präparate ausgewertet. 
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Abbildung 37 Kernechtrot Quantifizierung nach chondrogener Differenzierung unter Poly(I:C) Stimulation 

Links: Vergleich der Kernechtrot gefärbten Anteile Poly(I:C) stimulierter und unstimulierter MACS+ Mikromassen 
nach fünfwöchiger chondrogener Differenzierung; oben: Kernechtrot Färbung nach chondrogener 
Differenzierung unter Poly(I:C) Stimulation; unten: Kernechtrot Färbung nach chondrogener Differenzierung 
ohne Poly(I:C) Stimulation (Kontrolle) 
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Abbildung 38 Kernechtrot Quantifizierung nach Chondrogene Differenzierung unter Poly(I:C) Stimulation 

Links: Vergleich der Alzianblau gefärbten Anteile Poly(I:C) stimulierter und unstimulierter MACS+ Mikromassen 
nach fünfwöchiger chondrogener Differenzierung; oben: Alzianblau Färbung nach chondrogener Differenzierung 
unter Poly(I:C) Stimulation; unten: Alzianblau Färbung nach chondrogener Differenzierung ohne Poly(I:C) 
Stimulation (Kontrolle) 

 

 

Die Kernechtrot Färbung [mediane relative Pixel (Q25/Q75)] wurde nach chondrogener 

Differenzierung und Poly(I:C) Stimulation [0,208 (0,204/0,279)] weniger stark retiniert als 

durch die Kontrolle [0,290 (0,232/0,313)]. Die Alzianblau Färbung verhielt sich mit einer 

geringen Erhöhung nach Stimulation [0,635 (0,602/0,810)] im Vergleich zur Kontrolle [0,599 

(0,542/0,725)] komplementär. 

 

ACAN 

Abbildung 39 ACAN Expression MACS+ Zellen nach 
chondrogener Differenzierung unter Poly(I:C) Stimulation 

Vergleich der ACAN Expression zwischen MACS+ 

sortierten Kulturen nach fünfwöchiger chondrogener 

Differenzierung mit und ohne Poly(I:C) Stimulation. 

Signifikante Ergebnisse (p≤0,05; Wilcoxon 

Rangsummentest) wurden mit * markiert.  
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Die ACAN Transkription [mediane Genexpression/PGK1 (Q25/Q75)] nach chondrogener 

Differenzierung konnte durch Stimulation mit Poly(I:C) [,7423 (,4086/2,6201)] im Vergleich zur 

Kontrolle [,0014 (,0001/,0033)] signifikant (p=0,043; Wilcoxon) gesteigert werden. 

3.4.5. mRNA Transkriptionsprofile 

Von jedem Patienten wurden je zwei Proben von 3x105 MACS+ Zellen der dritten Passage auf 

eine 6-Well-Platte überführt. Nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz wurde eine Probe mit 

Poly(I:C) supplementiertem Medium (10μg/ml) und die Kontrolle mit Basisnährmedium für 

24h stimuliert. Es folgten die Extraktion der RNA, eine reverse Transkription sowie die 

Quantifizierung der mRNA mittels LightCycling unter Verwendung von DNA-Sonden. 

NANOG MSX-1 

  
Abbildung 40 Genexpression (NANOG/MSX-1) MACS+ sortierter Zellen nach Poly(I:C) Stimulation 

Vergleich der Genexpression zwischen Poly(I:C) stimulierten und unstimulierten MACS+ Kulturen 

Links: NANOG Homeobox; rechts: MSH-homeobox 1 

SOX2 OCT4A 

  
Abbildung 41 Genexpression (SOX2/OCT4A) MACS+ sortierter Zellen nach Poly(I:C) Stimulation 

Vergleich der Genexpression zwischen Poly(I:C) stimulierten und unstimulierten MACS+ Kulturen 

Links: sex determining region Y- box 2; rechts: octamer- binding transcription factor 4 
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KLF4 REX-1 

Abbildung 42 Genexpression (SOX2/OCT4A) MACS+ sortierter Zellen nach Poly(I:C) Stimulation 

Vergleich der Genexpression zwischen Poly(I:C) stimulierten und unstimulierten MACS+ Kulturen 

links: Kruppel like factor 4; rechts: RNA exonuclease 1 homolog 

Die Transkription [mediane Genexpression/PGK1 (Q25/Q75)] von REX-1 wurden nach 24h 

Stimulation mit Poly(I:C) [,0065 (,0043/,0110)] im Vergleich zur Kontrolle [,0057 

(,0046/,0073)] leicht erhöht. Die Gene NANOG [,0000 (,0000/,0017)]/[ ,0007 (,0001/,0015)], 

SOX2 [,0000 (,0000/,0001)]/[,0012 (,0002/,0107)], OCT4A [,0013 (,0009/,0040)]/[,0038 

(,0020/,0070)], KLF4 [,0044 (,0036/,0149)]/[,0063 (,0037/,0293)] und MSX-1 [2,0994 

(,2985/3,9720)]/[2,5669 (1,0632/4,0004)] wurden hingegen vermindert transkribiert. 

3.4.6. Expression MSC spezifischer Oberflächenmarker 

Die Expression der zuvor beschriebenen charakteristischen Marker mesenchymaler 

Stammzellen wurde durch Durchflusszytometrie ermittelt. Dabei wurde die Expression der 

Marker CD14, CD34, CD45, CD73, CD90, CD105 und CD146 nach 24h Stimulation des TLR3 mit 

Poly(I:C) und ohne Stimulation (Kontrolle) gemäß definierten Vorgaben [153, 171] 

quantifiziert. 
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CD14 

CD34 

CD45 

Abbildung 43 CD14, CD34 und CD45 Expression MACS+ sortierter Zellen nach Poly(I:C) Stimulation 

Links: durchflusszytometrischer Vergleich der Expression von CD14 (oben), CD34 (Mitte) und CD45 (unten) 
zwischen Poly(I:C) stimulierten und unstimulierten MACS+ Kulturen; rechts: histographische Darstellung der 
Markerexpression. Signifikante Ergebnisse (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 
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CD73 

 

 
CD90 

 

 
CD105 

 
Abbildung 44 CD73, CD90 und CD105 Expression MACS+ sortierter Zellen nach Poly(I:C) Stimulation  

Links: durchflusszytometrischer Vergleich der Expression von CD73 (oben), CD90 (Mitte) und CD105 (unten) 
zwischen Poly(I:C) stimulierten und unstimulierten MACS+ Kulturen; rechts: histographische Darstellung der 
Markerexpression. Signifikante Ergebnisse (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 
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CD146 

 
Abbildung 45 CD146 Expression MACS+ sortierter Zellen nach Poly(I:C) Stimulation  

Links: durchflusszytometrischer Vergleich der Expression von CD146 zwischen Poly(I:C) stimulierten und 
unstimulierten MACS+ Kulturen; rechts: histographische Darstellung der Markerexpression. Signifikante 
Ergebnisse (p≤0,05; Wilcoxon Rangsummentest) wurden mit * markiert. 

 

Die Expression [mediane Fluoreszenzintensität (Q25/Q75)] von CD34 wurde durch Stimulation 

mit Poly(I:C) [,420 (,220/,435)] im Vergleich zur Kontrolle [2,240 (,640/3,390] signifikant 

(p=0,43; Wilcoxon) vermindert. Nahezu identisch blieben die Expressionen von CD14 [,590 

(,390/,755)]/[,620 (,515/,845)] und CD45 [24,140 (14,635/28,795)]/[22,510 (18,860/35,200]. 

Eine verstärkte Expression erfuhren CD73 [99,500 (99,160/99,645)]/[ 96,470 (93,440/97,075]) 

(p=0,043), CD90 [94,340 (70,475/97,075)]/[80,400 (74,905/84,660)], CD105 [78,580 

(70,800/91,880)]/[16,530 (6,150/37,370)] (p=0,043) und CD146 [5,980 (3,520/9,515)]/[1,250 

(,460/4,675)] (p=0,043). 

 



Diskussion 

71 

4. Diskussion

Die Expression von Toll-like Rezeptoren durch mesenchymale Stammzellen einschließlich 

gingivaler mesenchymaler Stammzellen konnte durch El-Sayed et al. bereits nachgewiesen 

werden [76]. Die individuelle Expression verschiedener TLR hing insbesondere vom Ursprung 

der Populationen und den inflammatorischen Bedingungen ab [224]. Die variierende 

Expressionsrate lässt auf eine enge Vergesellschaftung und eine Veränderung der MSC 

spezifischen Eigenschaften unter Einflussnahme eines inflammatorischen Mikromilieus 

schließen [76, 213, 214]. Auf der anderen Seite ist auch der (pro-)inflammatorische Phänotyp 

der MSCs durch Aktivierung spezifischer TLR zu induzieren, wodurch ein komplexer 

Zusammenhang dieser Rezeptorklasse im Rahmen inflammatorischer Prozesse offensichtlich 

wird [225, 226]. Gerade die Aktivierung von Toll-like Rezeptor 3 als Bestandteil der initialen 

Immunantwort [227] wird mit epigenetischen Veränderungen assoziiert, welche eine 

veränderte Differenzierung und „Programmierung“ der Zellen bewirken können und derzeit 

als wichtiger Bestandteil transflammatorischer Überlegungen gilt [228, 229]. Besonders zur 

therapeutischen (Re-)Aktivierung ausdifferenzierter Keratinozyten und Fibroblasten über 

TLR3 zur Verbesserung der Wundheilung epidermaler Defekte wird derzeit geforscht [230, 

231]. Neben den immunomodulatorischen Funktionen der MSCs [232, 233] spielt ihre 

Pluripotenz eine wesentliche Rolle zur Definition der gewebsspezifischen regenerativen 

Kapazitäten [3]. Studien an MSCs verschiedenen Ursprungs haben eine enge 

Vergesellschaftung der Aktivierung von TLR mit ihrer Pluripotenz gezeigt [234, 235]. Bei 

Stimulation des TLR3 von BMSC mittels Poly(I:C) konnte über die Aktivierung der MAP Kinase 

und topische Faktoren eine Steigerung der IL-6 Sekretion mit einhergehendem erhöhtem 

therapeutischem Outcome bewirkt werden [236]. Versuche an G-MSCs und Stammzellen der 

Nabelschnur lassen eine TLR3 vermittelte Immunsuppression vermuten, welche durch 

Expression antiinflammatorischer Faktoren und Inhibition von microRNA-143 zustande 

kommt [237, 238]. G-MSCs exprimieren TLR1-7 und TLR10 in unterschiedlicher Quantität, 

wobei die genauen Einflüsse dieser Rezeptoren auf das Zellverhalten und den Zellzyklus noch 

weitestgehend unbekannt sind [76]. Diese Studie beschreibt erstmals die Veränderung der 

pluripotenten Eigenschaften gingivaler mesenchymaler Stammzellen bei TLR3 Ligation mit 

high molecular weight Poly(I:C) in vitro. 
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4.1. Erklärung und Diskussion der Methodik 

4.1.1. Isolation MACS+ Zellen 

Die Isolation und Charakterisierung der G-MSCs erfolgte gemäß des 2015 durch El-Sayed et al. 

beschriebenen Verfahrens [153]. Dabei wurden die chirurgisch gewonnenen Gingivaexzisate 

zunächst unselektiv kultiviert und jene Zellen, welche adhäsive Eigenschaften an der PMMA 

Oberfläche der Petrischalen besaßen [239], mittels Magnetic Activated Cell Sorting über den 

pluripotenzassoziierten Stro-1 Marker selektiert. 

4.1.1.1. Magnetic Activated Cell Sorting 

Unter den verschiedenen Möglichkeiten, Zellen 

aus einer Suspension zu selektieren, hat sich in 

vorausgegangenen Arbeiten das Magnetic 

Activated Cell Sorting (MACS) am meisten 

bewährt. Die Selektion hier erfolgt mittels 

extrazellulärer plasmalemmaler Strukturen. 

Diese werden durch spezifische Antikörper 

gebunden und mittels komplementärerer 

Antikörper an ferromagnetisch aktive 

MicroBeads gekoppelt [240]. Nun durchläuft 

die Zellsuspension eine Säule. Durch das 

Anlegen eines starken magnetischen Feldes 

werden die markierten Zellen retiniert (MACS+ 

Fraktion), wohingegen alle übrigen Zellen das 

Magnetfeld ungehindert passieren können 

(MACS- Fraktion). Nach Entfernung des 

magnetischen Feldes werden die MACS+ Zellen 

aus der Säule gespült [241]. 

Stro-1 

Die Zellidentifikation der G-MSCs erfolgte durch das Stro-1 Antigen [209]. Stro-1 ist ein 

extrazellulär lokalisierter Marker mit einer molekularen Masse von 75kd [242], welcher 1991 

erstmals über einen Antikörper vom Typ IgM zur Isolation von Knochenmarksstammzellen 

 

Abbildung 46 IgM vermittelte Bindung von 
MicroBeads an MACS+ Zellen 

Oben: Bindung des primären Antikörpers (Anti-
Stro-1); unten: Bindung des MicroBeads 



Diskussion 

73 

verwendet wurde [242, 243]. Stro-1 wird von mesenchymalen Stammzellen multiplen 

Ursprungs exprimiert und findet sich u.a. auf G-MSCs [204], DPSC [244], SCAP [245], aber auch 

extraoral gelegenen MSCs wie jenen des Rücken- [246] oder Knochenmarks [247]. Dabei 

konnte eine enge Vergesellschaftung MSC-spezifischer Charakteristika mit Stro-1+ Zellen im 

Vergleich zu Stro-1- Zellen festgestellt werden [153, 204, 245]. Immer wieder wird die Eignung 

von Stro-1 zur Selektion mesenchymaler Stammzellen kritisch hinterfragt. Gerade MacArthur 

et al. (2006) kritisierten eine eher heterogene Beschaffenheit der isolierten Zellen [248]. Auch 

verglichen Gothard et al. die Eigenschaften CD105/CD146 und Stro-1 selektierter 

Zellpopulationen, konnten jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen 

feststellen, auch wenn diese sich nicht zu 100% identisch darstellten [249]. Die potentiell 

heterogen sortierte MACS+ Population wurde vor Durchführung weiterer Schritte veredelt und 

zunächst auf MSC Charakteristika untersucht, bevor die Stimulationen begonnen wurden. 

 

4.1.1.2. Auswahl monoklonaler Kolonien 

Zur weiteren Veredelung der gewonnen MACS+ Zellfraktion wurden die koloniebildenden 

Eigenschaften mesenchymaler Stammzellen [154] im Sinne einer nachträglichen Kolonie- 

Isolationsmethode genutzt [250]. Dabei wurden MACS+ sortierte Zellen bei geringer Dichte 

[251] ausgesät und die Bildung monoklonaler Kolonien beobachtet. Im Vergleich zu 

fibroblastischen Kolonien sind MSC Kolonien deutlich schärfer begrenzt und weisen eine hohe 

Reinheit sowie einen geringen Differenzierungsgrad auf [252], sodass sie selektiv abgelöst und 

als Basis aller weiteren Investigationen kultiviert werden konnten. 

 

4.1.1.3. Standardbedingungen zur Kultivierung MACS+ Zellen 

Die MACS+ Zellen wurden in Zellkulturflaschen aus PMMA kultiviert, welche eine Adhäsion 

mesenchymaler Stammzellen gewährleisten [239]. Die Wahl des Basisnährmediums erfolgte 

früheren Investigationen entsprechend [153] und bestand aus ɑ-MEM, supplementiert mit 

fetalem Kälberserum [253], 200mmol/ml L-Glutamin, Antibiotika (100U/ml Penicillin, 

100µg/ml Streptomycin) und Antimykotika (1% Amphotericin). L-Glutamin diente der 

Modulation und Suppression einer akzidentiellen Inflammation mit einhergehenden 

Veränderungen in den Eigenschaften der G-MSCs [253]. Aus demselben Grund wurde die 
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Konzentration in Gewährleistung der Vergleichbarkeit identisch zu vorhergegangenen Studien 

gewählt [76, 213, 214, 218, 220, 254]. Die Antibiotika und das Antimykotikum halfen, die 

Kulturen frei von bakteriellen und fungalen Infektionen zu halten [255]. Die Inkubation 

erfolgte konstant in einer Atmosphäre von 5%igen CO2 bei Körpertemperatur (37°C). Der 

Sauerstoffgehalt der Atmosphäre konnte in Versuchen an pulpalen Stammzellen und BMSCs 

direkt mit der Aufrechterhaltung von pluripotenten Eigenschaften assoziiert werden. Eine 

Atmosphäre von 3% Sauerstoff bewirkte die Beibehaltung der SC Eigenschaften, höhere 

Konzentrationen hingegen die rasche Differenzierung [256, 257]. 

 

4.1.2. Durchflusszytometrie 

Die Charakterisierung einzelner Zellen durch Durchflusszytometrie wurde in den frühen 

1970er Jahren eingeführt und bietet die Möglichkeit, den Phänotyp einzelner Zellen anhand 

ihrer Oberflächenmarkerexpression zu quantifizieren [258], aber auch Zellgemische anhand 

ihrer Marker zu trennen (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS). Die Antigene werden über 

Fluorochrom-gekoppelte monoklonale Antikörper gebunden. Das individuell genutzte 

Fluorochrom wird durch einen speziell abgestimmten Laser stimuliert und emittiert beim 

Abfallen der angeregten Elektronen auf das ursprüngliche Energieniveau Photonen einer 

längeren Wellenlänge. Diese werden durch den Bandpass Filter des Geräts erkannt. Zum 

Beispiel können die Fluorochrome PE und FITC unter Verwendung eines Argon-Lasers 

(λ=488nm) stimuliert werden, wobei das Emissionsmaximum bei λ=525nm (FITC) und 

λ=575nm (PE) liegt. APC Fluorochrome können hingegen durch Dye oder HeNe Laser 

(λ=595nm bzw. λ= 632nm) stimuliert werden und emittieren bei λ=660nm. Die verschiedenen 

Emissionsmaxima erlauben die Analyse mehrerer Marker in einem Vorgang [259]. Um das 

Hintergrundrauschen durch unspezifische Fc-Rezeptorbindung zu reduzieren, wurde ein Fc-

blocking reagent verwendet [260, 261]. Die weitere Elimination artifizieller Bindungen des 

Fluorochroms erfolgte durch Messung der Phänotypen gegen eine komplementäre Isotyp 

Kontrolle, die in Fluorochrom, Ig Subtyp und Spezies dem verwendeten Antikörper entsprach 

[261].  
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4.1.2.1. MSC spezifische Oberflächenmarker 

Gemäß der Leitlinie der International Society for Cellular Therapy (ISCT), welche sich im 

Wesentlichen auf die Arbeiten der Autoren Dominici et al. und Bartold et al. stützt, sollte eine 

Kultur von G-MSCs negativ für die Marker CD14, CD34 und CD45 sowie positiv für CD73, CD90, 

CD105 und CD146/MUC18 [262] sein.  

CD14 ist ein Differenzierungsmarker myeloider Zellinien, der daher auch unter der 

Bezeichnung monocyte/macrophage differentiation antigen bekannt ist. Immense Bedeutung 

kommt diesem in der Detektion von LPS in Verbindung mit TLR4 und der Induktion 

inflammatorischer Signalkaskaden zu [263], allerdings ist CD14 auch mit der Reifung der 

tragenden Zellen eng assoziiert. Da CD14 in erster Instanz ein Merkmal myelomonzytischer 

Zellen darstellt, ist die Expression auf mesenchymalen Stammzellen gering [264].  

CD34 ist ein mit Mucin verwandtes Glycoprotein hämatopoetischer Stamm-/Progenitorzellen 

das die E-/P-Selektin abhängige Bindung von Knochenmarkzellen vermittelt. Es wird 

angenommen, die Verminderung der Expression von CD34 stelle den ersten notwendigen 

Schritt zur Migration und schließlich Differenzierung dar. Dabei sind CD34+ Zellen durch eine 

höhere metabolische Aktivität und einen verstärkten Eintritt in den Zellzyklus gekennzeichnet 

[265].  

CD45 (leucocyte common antigen) wird von allen hämatopoetischen Zellen exprimiert, 

abgesehen von Thrombozyten und Erythrozyten. Von diesem Marker gibt es eine Vielzahl an 

Isotypen, die durch alternatives Spleißen gebildet werden [266]. Die Veränderung der 

Expression von CD45 wurde insbesondere im Kontext der akuten lymphatischen Leukämie 

untersucht. Ann Hendrickx und Xavier Bossuyt (2001) waren im Rahmen klinischer Studien in 

der Lage, die Malignität der B-Lymphozyten mit der fallenden CD45 Expression zu assoziieren 

[267]. Einen Schritt weiter gingen Bipasha Bose et al. mit der direkten Verbindung 

altersbedingten Verlustes an Pluripotenz in Begleitung einer steigenden CD45 Expression 

[268]. 

Im Gegensatz zu den o.g. Clustern zeigen MSCs eine hohe Expression von CD73. CD73 besitzt 

Ekto-5‘-Nucleoitidaseaktivität und ermöglicht so die Metabolisierung extrazellulärer 

Nucleotide. Auf diese Weise beeinflussen MSCs als CD73 tragende Zellen über einen 

purinergen Signalweg die Differenzierung in endo-/exogener Weise [269]. CD73 vermittelt 
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NFκB abhängige immunomodulatorische Eigenschaften, welche lokale Inflammation 

beeinflussen können [270]. Der Cluster ist außerdem sehr bekannt als Differenzierungsmarker 

und wird als prognostischer Marker in der Tumordiagnostik diskutiert [271]. 

CD90 (Thy-1) ist ein Marker der Zellmigration und Viabilität und ist damit ebenfalls ein 

prognostischer Marker der Onkologie [272]. Zhenzhen Pan et al. konnten bei Versuchen an 

adipogenen Stammzellen feststellen, dass eine Inhibition von CD90 zur Reduktion der 

zellulären Proliferation führt, ein hohes CD90 hingegen zur AKT-1 abhängigen Verstärkung der 

mitotischen Aktivität [273]. 

CD105 (Endoglin) ist ein primär endothelial exprimierter homodimerisierender Marker mit 

TGF-β rezeptiven Eigenschaften [274]. Die exprimierenden Zellen weisen im Konsens 

mehrerer Beobachter pluripotente Eigenschaften auf. Insbesondere an Zellen des 

Fettgewebes und Knochenmarks offenbarte die CD105 selektive Sortierung Zellpopulationen 

mit bemerkenswertem Differenzierungsvermögen [249].  

Ebenso wie CD105 ist auch CD146 primär endothelial lokalisiert und kann zur Isolation 

mesenchymaler Stammzellen genutzt werden [249]. Der Marker wurde in der Vergangenheit 

mit angiogenen, sowie mineralisationsfördernden Eigenschaften assoziiert [275]. Auf der 

anderen Seite ist CD146 ein potenter Tumormarker, der ein besonders aggressives Wachstum 

und einen geringeren Differenzierungsgrad anzeigt. Ergänzend konnte durch einen CD146 

Knock-down bzw. dessen Inhibition die AKT-1 induzierte Mitoserate vermindert und 

gleichzeitig die Apoptoserate gesteigert werden [276]. 

 

4.1.2.2. Intrazellulärer TLR3-Nachweis 

Die intrazelluläre Expression von TLR3 in G-MSCs wurde bereits nachgewiesen [76]; zur 

zusätzlichen Kontrolle des verwendeten Patientenguts und als notwendige Voraussetzung der 

Rezeptorstimulation mittels Poly (I:C) wurde sie analog zur vorherigen Versuchsreihe durch 

Durchflusszytometrie verifiziert. Die Antigenbindung von Anti-TLR3-Fluoreszent an den 

intrazellulär-endosomal gelegenen Rezeptor erfordert dessen Diffusion in die Zelle und damit 

die Penetration der Plasmamembran. Die Antigenbindung wurde daher erst durch 

Permeabilisierung des Plasmalemms möglich [277]. Der große Nachteil, welcher in der 
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Zerstörung plasmalemmaler Epitope besteht, konnte durch die Separierung extra- und 

intrazellulärer Nachweise eliminiert werden [278]. Die Messung erfolgte gegen die vom 

Hersteller definierte Isotyp Kontrolle und zusätzlich unter Anwendung einer Fc-Rezeptor-

blockierenden Substanz, die die Präzision der Messung durch Reduktion des 

Hintergrundrauschens weiter erhöht hat.  

4.1.3. Koloniebildung 

Die Zellteilung mesenchymaler Stammzellen kann auf zwei Arten differenziert werden: 

homolog und heterolog. Im Falle der homologen Zellteilung gehen aus einer 

Mutterstammzelle zwei identische Tochterstammzellen hervor [201]. Im Falle einer 

heterologen Zellteilung teilt sich die Mutterzelle hingegen in eine Stammzelle und eine 

differenziertere Zelle, oft fibroblastischer Linie [164]. Die Unterscheidung der heterogenen 

Tochterzellen kann über die Koloniemorphologie erfolgen. 

Fibroblastische Zellen verlieren im Vergleich zu MSCs die Tendenz zur Koloniebildung und 

zeigen eine höhere Streuung bei geringerer Schärfe. 

Die Koloniebildung der MSCs hat neben dem rein qualitativen Nachweis monoklonaler 

homologer Zellteilung unter Regeneration der Stammpopulation auch quantitative 

Aussagekraft durch die Größe und Anzahl gebildeter Kolonien [279]. Wie Friedenstein et al. 

(1970) bereits postulierte, ist die Anzahl der gebildeten Kolonien ausgehend von derselben 

Anzahl an Zellen gemäß einer Poisson’schen Verteilung [280] zu beschreiben. Bei Veränderung 

der Eigenschaften der Stammpopulation kommt es somit zu einer unterschiedlichen 

Koloniezahl nach einem definierten Intervall. Das Verfahren kann zum Vergleich 

verschiedener MSCs Linien [281] oder – wie im vorliegenden Fall – zum Vergleich 

Abbildung 47 Homologe und heterologe 
Zellteilung 

Links: homologe Zellteilung mit zwei 
identischen Tochterzellen; rechts: 
Heterologe Zellteilung mit einer 
Stammzelle und einer weiter diffe-
renzierteren Progenitorzelle 
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verschiedener Kultivierungsbedingungen [220] bzw. Stimulationen [282] herangezogen  

werden.  

 

4.1.4. Metabolische Aktivität (MTT) 

Der MTT Test ist ein Verfahren zur Untersuchung des Zellstoffwechsels, der Zellviabilität und 

Zellaktivität unter Nachweis der Glykolyseaktivität. Zu diesem Zweck wird den Zellkulturen ein 

Oxidationsmittel [MTT; 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid] 

zugegeben [283]. Das Oxidans wird über metabolische Reduktionsmittel [z.B. NAD(P)H+H3O+] 

reduziert, sodass es zum Farbumschlag kommt. Dieser kann mittels Spektrophotometrie 

gemessen werden. Je größer die metabolische Aktivität einer Kultur ist, desto mehr MTT wird 

umgesetzt und desto höher ist schließlich die optische Dichte des Lysats [284]. Die MTT 

analysiert durch die tetrazoliumbasierte Visualisierung der metabolischen Aktivität das 

Zellüberleben und die Proliferationsrate von MSC quantitativ [285].  

Reduktion von MTT 

MTT ist ein Tetrazoliumsalz, welches im sauren Milieu unter Übertragung von zwei Elektronen 

und eines Wasserstoffprotons durch Spaltung des zentralen Tetrazolrings in ein Formazan 

umgewandelt wird.  

 

Dabei kommt es durch Veränderung des delokalisierten Elektronensystems zur Verschiebung 

des Absorbtionsspektrums, sodass ein Farbumschlag vom farblosen Oxidans zur reduzierten 

roten Leuko-Stufe stattfindet. Durch die regional unterschiedliche Verfügbarkeit 

reduzierender Substrate kommt es zu unterschiedlich starker Rötung der Areale, wodurch 

eine Differenzierung anhand der metabolischen Aktivität ermöglicht wird [286]. 

 

Abbildung 48 Mesomere Grenzformeln 
und Reduktion mit Farbumschlag von 
MTT 

Links: Oxidiertes Tetrazolium-Salz, 
Darstellung mittels zweier mesomerer 
Grenzformeln; rechts: Reduziertes 
Formazan. Die mesomeren Zentren 
sind im vorliegenden Farbton 
hervorgehoben. 

 



Diskussion 

79 

4.1.5. Proliferationskurve 

Die Messung der Zellzahl an aufeinanderfolgenden Tagen mittels Neubauer-Zählkammer stellt 

die wohl einfachste und direkteste Methode zur Darstellung der Proliferation einer 

Zellpopulation dar. Im Gegensatz zur Messung der metabolischen Aktivität wird dieses 

Verfahren nicht durch die Stoffwechselaktivität der einzelnen Zellen beeinflusst und 

ermöglicht somit als Ergänzung der MTT, zwischen veränderter Zellaktivität und realer 

Zellvermehrung zu unterscheiden [287]. 

4.1.6. Real-Time-Polymerasekettenreaktion 

Die Genexpression ist zusammengesetzt aus der Transkription und der Translation, wobei der 

Umsatz an mRNA und Proteinen sowie deren Korrelation den Ausschlag in der 

Verhaltensweise bzw. Entwicklung von Zellpopulation geben [288]. Neben der in der 

durchflusszytometrischen Analyse bestimmten Einflüsse von TLR3 Aktivierung und dem 

Phänotyp der G-MSC war somit die Ermittlung stimulationsbedingter Veränderungen in der 

Transkription pluripotenzassoziierter mRNA zur komplexeren Interpretation des 

Stimulationseffektes sowie des Nachweises zur Expression von TLR3 zwingend notwendig 

[289].  

Reverse Transkription 

Um eine PCR von mRNA durchführen zu können, muss diese zunächst mittels Reverser 

Transkription (RT) in cDNA überführt werden. Das entscheidende Enzym ist die retroviral 

vorkommende Reverse Transkriptase. Hier wird unter Bildung eines Poly-T-Primers am Poly-

A-Ende der mRNA und gleichzeitiger Hydrolyse des RNA-Stranges ein DNA-Monostrang

gebildet, welcher im nächsten Schritt durch selbiges Enzym zu doppelsträngiger cDNA 

komplementär ergänzt wird [290]. 

Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die PCR ist eine Technik zur DNA-Vermehrung. Dabei werden die DNA-Doppelstränge durch 

Erhitzung auf 90°C in zwei Einzelstränge aufgespalten (Denaturierung). Nach Abkühlen auf 50-

60°C können die komplementären DNA-Stränge nun durch Bindung sequenzspezifischer 

Primer (Annealing) durch eine hitzestabile DNA-abhängige DNA-Polymerase in Anwesenheit 

von Desoxyribonukleotidphosphaten selektiv repliziert werden. Nach Abschluss der Folge 
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kann ein weiterer Zyklus durch erneute Denaturierung begonnen werden. Bei ausreichender 

Substratmenge und genügend Primern nimmt die DNA-Menge so exponentiell mit jedem 

Zyklus zu [290]. 

DNA-Quantifizierung mittels LightCycler Sonden 

DNA-Sonden sind spezielle sequenzspezifische DNA-Fragmente, die an ihren 5‘ bzw. 3‘ Ende 

mit je einem Donor- und einem Akzeptor- Fluorochrom gekoppelt sind. Durch die räumliche 

Nähe der Fluorochrome kommt es über den Förster-Energieresonanztransfer zur Elimination 

der Donor-Fluoreszenz.  

Die modifizierten DNA-Fragmente binden die zur quantifizierende DNA-Sequenz. Durch die 5‘-

Exonuclease Aktivität der DNA-abhängigen DNA-Polymerase werden diese während der 

Replikation zerschnitten und so die Fluorochrome getrennt. Dies geschieht repetitiv über 

mehrere Zyklen, bis es zu einem starken exponentiellen Anstieg der Fluoreszenz im 

Reaktionsgemisch kommt. Über die Anzahl benötigter Zyklen kann mittels der ΔΔCP-Methode 

auf die Menge an ursprünglich vorhandener mRNA geschlossen werden [285]. 

 

4.1.6.1. TLR3 Nachweis 

In Ergänzung der durchflusszytometrisch nachgewiesenen TLR3 Expression wurden alle 

Proben auf die Transkription TLR3 codierender mRNA untersucht. Das Verfahren folgte dem 

von El-Sayed et al. etablierten Verfahren zum Nachweis verschiedener TLR in G-MSC [76]. 

 

4.1.6.2. MSC-assoziierte Transkriptionsfaktoren 

Die G-MSC wurden auf die mRNA Expression der Gene NANOG, MSX-1, SOX2, OCT4A, REX-1 

und KLF4 untersucht [238, 291, 292]. Die Aktivierung pluripotenter Zellen aus differenziertem 

Zellgut (ursprünglich embryonale und adulte Fibroblasten) gelang Yamanaka et al. erstmals 

durch Transfer nukleärer Bestandteile oder durch Fusion mit embryonalen Stammzellen [293]. 

Zur näheren Klassifizierung wurden die Sequenzen verschiedener Transkriptionsfaktoren 

mittels retroviraler Vektoren in embryonale Fibroblasten von Mäusen implantiert. Dabei 

zeigten sich insbesondere die Faktoren Oct3/4[294], Sox2 [295] und Klf4 als essenziell und 

nicht ersetzbar zur Induktion der Pluripotenz. Klf4 steigert die Pluripotenz und Karzinogenese 

durch direkte Hemmung p53-abhängiger Kontroll- und Regulationsmechanismen [296], sowie 
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c-Myc-induzierter Apoptose [158]. In verschiedenen Zelllinien konnte nachgewiesen werden,

dass KLF4 einen direkten Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung der Zellen besitzt, 

wobei gerade KLF4 mit der Invasivität und Metastasierung verschiedener Tumoren assoziiert 

wird [297]. KLF4 steht in engster Verbindung zu OCT4 und SOX2 und besitzt in dieser 

Kombination größte Bedeutung für die Umprogrammierung und Induktion nativer Zellen zu 

Tumorzellen [298]. SOX2 wird insbesondere im onkologischen Kontext mit Zellmigration und 

Pluripotenz assoziiert. Ein Zusammenhang zwischen der Wirkung von SOX2 über den Wnt/β-

Catenin Signalweg wird diskutiert [299]. Nanog trägt in seiner dimeren Form zur 

Aufrechterhaltung der zellulären Selbsterneuerung und Pluripotenz embryonaler wie adulter 

Stammzellen bei. [300, 301]. Der Knockout des Faktors in Stammzellen des Fettgewebes 

führte zur Arretierung des Zellzyklus am G0/G1 Übergang und damit einhergehend zur 

verminderten Proliferation [302]. NANOG fördert weiter die Hemmung 

differenzierungsspezifischer Gene durch Reduktion oxidativen Stresses zur Homöostase [300]. 

Die Regulation erfolgt hauptsächlich an seiner proximalen Promotorregion und ist über seinen 

Oct-Sox-Verstärker an die Aktivität anderer Transkriptionsfaktoren geknüpft [303]. Von Nanog 

existieren zwei Transkripte (NANOG1/NANOG2); da diese jedoch in der Funktion identisch 

sind, wurde diese Ungenauigkeit vernachlässigt [220].  

Die genauen Prozesse im Rahmen der posttranslationalen Modifikation und der damit 

einhergehenden Steuerung sind bislang noch ungeklärt, jedoch fällt dabei auf, dass die 

Expression je nach Kulturbedingungen und Medium variieren kann [304]. Die Oct4 Expression 

ist stark vergesellschaftet mit der von REX-1. Dabei führen sowohl ein Anstieg, als auch ein 

Abfall der Oct4 Aktivität zur Reduktion von REX-1, welches die ektodermale und mesodermale 

Differenzierung embryonaler Stammzellen triggert. Weiter konnte die Expression beider 

Faktoren mit dem Differenzierungspotential humaner MSC assoziiert werden [305]. Das 

Homebox Protein MSX-1 nimmt eine zentrale Rolle in der Entwicklung des Zahnkeimes (im 

Knospenstadium) ein. Dabei zeigten Versuche an Knock-out-Mäusen eine Korrelation der 

MSX-1 Expression mit der Wnt/β-Catenin abhängigen BMP2, BMP4 und LEF1 induzierten 

Differenzierung von Odontoblasten. Dabei wurde die Differenzierung bei hoher Expression 

gehemmt und bei geringer Expression gefördert [306]. Auf Grund der differenzierten Einflüsse 

singulärer und kombinierter Transkriptionsfaktoren war die vorgenommene multifaktorielle 

Betrachtung des Genexpressionsprofils unbedingt erforderlich.   
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4.1.7. In vitro Differenzierung 

Im Vergleich der Eigenschaften von mesenchymalen Stammzellen [201] zu Fibroblasten fallen 

viele Ähnlichkeiten im Verhalten (Koloniebildung) auf. Im Phänotyp sind beide Populationen 

schwer zu unterscheiden [307]. Elementares Element zur Unterscheidung der verschiedenen 

Zellentitäten sind die Differenzierungslinien. Fibroblasten weisen begrenzte Potenz zu 

Differenzierung auf, so können Gewebefibroblasten im Rahmen inflammatorischer Prozesse 

zur myogenen Differenzierung und Bildung glatter Muskulatur stimuliert werden 

(Myofibroblasten) [308]. Mesenchymale Stammzellen weisen hingegen echte Multipotenz 

auf, die durch Erprobung der osteogenen, adipogenen und chondrogenen 

Differenzierungslinien untersucht wurde [174].  

Eine osteogene Differenzierung wird durch Zugabe von Dexamethason, β-Glycerophosphat 

und Askorbinsäure induziert [309]. Dabei bewirkt Dexamethason eine Aktivierung des 

osteogenen RUNX2 Gens und Askorbinsäure die Produktion von Kollagen Typ I. β-

Glycerophosphat dient als Phosphatlieferant zur Mineralisation der knöchernen Matrix [310], 

welche nach dreiwöchiger Stimulation mit Alizarin Rot gefärbt werden kann [311]. 

Das Medium zur adipogenen Differenzierung enthält Dexamethason, Insulin, 1-Methyl-3-

Isobuthylxantin und Indomethacin. Dexamethason und Indomethacin bewirken die 

Aktivierung von PPARγ, dem Hauptregulator der Adipogenese [312, 313]. 1-Methyl-3-

Isobuthylxantin bewirkt über die Aktivierung der Proteinkinase A explizit die Differenzierung 

zu braunem Fettgewebe [314]. Insulin ist das bislang einzige bekannte Hormon, welches einen 

differenzierenden und proliferativen Einfluss zur Differenzierung von Adipozyten im Sinne 

einer anabolen Reaktion unter Bildung von Lipidtröpfchen nach Nahrungsaufnahme besitzt 

[315]. Nach einer Stimulationszeit von 4 Wochen können die Lipidtröpfchen mit Ölrot gefärbt 

werden [316]. 

 

4.1.7.1. Färbung und Quantifizierung 

Untersucht wurden die osteogene und adipogene Differenzierungslinien mittels 

Absorptionsmessung. Das Verfahren hat den Nachteil, dass es durch das notwendige Lösen 

des Farbstoffes destruktiv für das Präparat ist. Als Alternative wird derzeit die automated 

digital image quantification (DOI) diskutiert [317]. Das Verfahren hat gegenüber der 
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etablierten Methodik einige Vorteile, da es non-destruktiv funktioniert. Allerdings funktioniert 

die DOI über die Auszählung einzelner Pixel des jeweiligen zweidimensionalen Bildes. 

Insbesondere die osteogene Differenzierungslinie ist stark dreidimensional angelegt. Vor 

allem der am Rand der Schale entstehende Knochenring würde so durch Vernachlässigung der 

Dreidimensionalität verfälscht [318]. 

Die Lösung des Alzianblau Farbstoffes nach chondrogener Differenzierung ist zwar durch 

hochkonzentrierte salpetrige Säure möglich, dies resultiert allerdings auch in einer 

Destruktion des delokalisierten Elektronensystems unter Verlust der färbenden Eigenschaften 

[319], sodass das zuvor beschriebene Verfahren hier nicht zur Anwendung kommen konnte. 

Auf Grund dieser Eigenschaften und Kultivierungsbedingungen wurde im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit erstmalig eine dreidimensionale quantitative Analyse der Alzianblau und 

Kernechtrot gefärbten Mikromassen durchgeführt. Nach Kompensation aufnahmebedingter 

Unregelmäßigkeiten, welche eine homogene Analyse der Präparate verhindert hätten, 

wurden die farbstoffassoziierten Farbspektren unter Verwendung der Software ImageJ mittels 

geometrischer Verdünnungsreihen der Färbebäder definiert. Die dabei ermittelten Werte 

wurden streng anhand der entsprechenden Positiv- bzw. Negativkontrolle kalibriert. Da es zu 

dem hier angewandten Verfahren in der Literatur keine direkte Referenz gibt, wurde das 

Verfahren unter der Annahme einer positiven und einer negativen Differenzierung nach 

Stimulation mit chondrogenem Differenzierungsmedium und Kontrollmedium an n=5 G-MSC 

mit signifikantem Ergebnis verifiziert und damit für die weitere Analyse freigegeben. 

 

 

4.1.7.2. Genexpression 

Neben den Färbungen wurden im Weiteren auch differenzierungs-spezifische Transkripte 

quantifiziert. Nach osteogener Differenzierung wurden die Faktoren ALP (Alkalische 

Phosphatase), RUNX2 (Runt-related transcription factor 2), ON (Osteonektin) und OPN 

(Osteopontin) untersucht, nach adipogener Stimulation LPL (Lipoproteinlipase) und PPARγ 

(peroxisome proliferator-activated receptor gamma), sowie ACAN (Aggrecan) nach 

chondrogener Differenzierung. 
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Osteozyten und Chondrozyten 

besitzen einen gemeinsamen 

Vorläufer: Zunächst differenzieren die 

MSCs zu einer Osteochondro-

Progenitorzelle, welche erst im 

zweiten Schritt in osteogener bzw. 

chondrogener Direktion differenziert 

[320]. Alle Differenzierungswege 

stehen in engster Verbindung zu 

extrinsischen Stimuli. Die osteogene 

Differenzierung wird maßgeblich 

durch die RUNX2/Osterix abhängige 

Transkription 

differenzierungsspezifischer DNA 

Sequenzen induziert [321]. Dabei 

üben insbesondere der Wnt-/β-

Catenin Signalweg, sowie die BMP 

(bone morphogenic protein) 

Stimulation einen positiven Effekt auf 

die Transkription aus. Im Verlauf der 

Transkription und Translation werden knochenspezifische und matrixbildende Bestandteile 

wie das Glycoprotein Osteopontin, Osteonektin und die Alkalische Phosphatase gebildet 

[322]. Die Funktion von ALP ist noch nicht abschließend geklärt; die vermehrte Expression von 

ALP ist allerdings verbunden mit einer erhöhten Osteoblastenaktivität [321]. Osteonektin ist 

zentraler Bestandteil der Kalzifizierung und wird unterstützt vom matrixstabilisierenden 

Osteopontin, welches an Integrine vernetzt, allerdings auch einen AKT-1 abhängigen 

Signalweg aktiviert, der die RUNX2/Osterix abhängige Transkription im Sinne einer negativen 

Rückkopplung rekurrent hemmt [323].  

Im Kontrast zur osteogenen Differenzierung wirkt die Aktivierung des Wnt-/β-Catenin 

Signalwegs hemmend auf die PPARγ abhängige Transkription adipogener Gensequenzen [323-

326]. Das im Folgenden vermehrt gebildete Enzym Lipoproteinlipase stellt einen Marker 

 

Abbildung 49 Transkriptome der multilinearen Differenzierung 

Von links nach rechts: Osteogene Differenzierung (rot), 

chondrogene Differenzierung (blau) und adipogene 

Differenzierung (gelb). 
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adipogenen Gewebes dar und erfüllt essenzielle Funktionen in der Spaltung der 

Esterbindungen aufgenommener Triacylglyceride zur Gewinnung von Fettsäuren [327]. 

Neben der osteogenen Differenzierung kann die Osteochondro-Progenitorzelle SOX9 

vermittelt zu einem frühen Chondrozyt reifen, welcher durch RUNX2 Aktivierung zu einem 

Matrix-sezernierenden Chondroblasten reift [328]. Einer der sezernierten Stoffe ist Aggrecan, 

ein Proteoglycan, das mit Hyaluronsäure über ein link-Protein verbunden wird und 

prominenter Strukturgeber der extrazellulären Matrix innerhalb der Knorpelarchitektur ist 

[329]. 

4.1.8. Stimulation von TLR3 

TLR3 ist ein Mustererkennungsrezeptor, welcher seine Singnaltransduktion durch Bindung 

von viraler dsRNA aktiviert [96]. Zur Stimulation dieses Effektes wurden die MACS+ Zellen 

mittels Polyinosinedeoxycytidylisäure [Poly(I:C)] stimuliert [97, 186, 231, 330]. Poly(I:C) ist als 

synthetische dsRNA ein künstliches Substrat des TLR3 Rezeptors und ist in seiner Wirkung der 

natürlichen dsRNA gleich. Da die Rezeptoraffinität mit der Molekülmasse zunimmt, wurde ein 

Substrat mit hoher molekularer Masse [Poly(I:C) HMW] ausgewählt [187]. 

4.1.9. Statistische Auswertung 

In der statistischen Auswertung der erhobenen Messwerte wurde zunächst die 

Normalverteilung der Ergebnisse getestet. Der hierzu herangezogene Shapiro-Wilk-Tests gab 

an, dass die Werte nicht normalverteilt sind. Daraus und aus der geringen Fallzahl (n=5) ergab 

sich die Konsequenz einer nicht-parametrischen Testung gepaarter (verbundener) 

Stichproben. Die nichtparametrische Testung hat gegenüber der parametrischen Testung den 

Vorteil einer gesteigerten Validität durch Vermeidung inkorrekter Schlüsse und Annahmen, 

diese wird jedoch zum Preis einer geringeren Auswahl an Testverfahren und verminderter 

Interpretationsmöglichkeiten der vorhandenen Ergebnisse erkauft [331]. Der wesentliche 

Unterschied in der Durchführung parametrischer und nicht parametrischer Tests ist, dass 

erstere direkte Analysen der erhobenen Werte darstellen, nichtparametrische Tests hingegen 

über ihre Werte korrespondierende Parameter definieren (z.B. Ränge), die dann weiter 
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interpretiert werden. Die Voraussetzungen zur Durchführung eines t-Tests waren durch das 

Fehlen einer Normalverteilung nicht gegeben, sodass auf den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test 

ausgewichen wurde [332, 333]. Beim Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test werden die Differenzen 

der gepaarten Messwerte gebildet (Ri=X1-X2) und nach ihrem Betrag │Ri│ und Vorzeichen 

aufsteigend in Rängen sortiert. Nun werden die Ränge mit ihrem Vorzeichen multipliziert und 

die Absolutwerte der positiven und negativen Ränge summiert, sodass die Prüfgrößen W+ und 

W- resultieren. Aus den genauen Prüfwerten kann unter Berücksichtigung der 

Stichprobengröße (n) der exakte p-Wert berechnet werden. Die Nullhypothese trifft zu, wenn 

die Summe der negativen absoluten Rangwerte gleich der der Summe der positiven absoluten 

Rangwerte ist. Der α-Fehler wurde für die vorliegende Untersuchung als α = 0,05 festgelegt 

[334], welches einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5% entspricht. Im Falle von p < α wird die 

Nullhypothese (H0) verworfen und die Alternativhypothese (H1) wird angenommen [331]. Die 

zentrale Tendenz der Gruppen (Median) wurde zur Bestimmung der Effektrichtungen 

herangezogen [333]. Zur Erleichterung der Berechnungen wurde die Software „SPSS“ zur Hilfe 

genommen. 
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4.2. Diskussion der Ergebnisse 

4.2.1. Charakterisierung der MACS+ Zellen 

MACS+ sortierte Zellen erschienen lichtmikroskopisch charakteristisch fibroblastenähnlich und 

hafteten 24h nach Transfer an den PMMA Oberflächen der Zellkulturflaschen. Unter 

standarisierten Bedingungen wiesen alle Proben rasche Proliferation und scharf abgegrenzte 

Koloniebildung nach 12 Tagen auf.  

Phänotypisch exprimierten die Zellen geringe Mengen von CD14 und CD34 bei gleichzeitig 

hoher Expression von CD73, CD90 und CD105. CD45 wurde schwach exprimiert. Die CD45 

Expression ist stark und sehr sensibel mit dem Alter der Stammzellen assoziiert [268]. Es ist 

anzunehmen, dass durch die große Zellmenge zur Durchführung aller Versuche ein geringer 

Alterungsvorgang vonstattengegangen sein könnte. Sato et al. publizierten weiter die 

Entkopplung von Stemness und CD45 unter Nachweis von CD45+ Zelltypen mit pluripotenten 

Eigenschaften im peripheren Blut [335]. Die genauen Auswirkungen einer isolierten Erhöhung 

von CD45 an MSCs sind bislang noch nicht abschließend geklärt. Weitere Untersuchungen des 

Faktors in dieser Arbeit sollen nur der Vollständigkeit halber geschehen, die Interpretation der 

Veränderung von CD45 muss jedoch unbedingt zurückhaltend ausfallen. Verstärkt wird diese 

Annahme durch die positive Expression der leitenden pluripotenzassoziierten Transkriptome 

NANOG, SOX2 und OCT4A [336]. Die Untersuchung der multilinearen Differenzierung zeigte 

deutliche Veränderungen in zytologischer/histologischer Darstellung und Genexpression. Alle 

Proben wiesen bemerkenswertes multilineares Differenzierungspotential sowie signifikante 

Verstärkung der Transkription von ALP, RUNX, LPL und PPARγ auf. Zusammenfassend wich 

CD45 zwar leicht von der Norm ab, dennoch bestätigten alle weiteren Untersuchungen die 

hohe Qualität aller Zellinien, sodass die untersuchten MACS+ Zellen in Einklang mit den 

Kriterien der International Society for Cellular Therapy im Folgenden als G-MSCs bezeichnet 

werden [171]. 

4.2.2. Nachweis der Expression von TLR3 

Die Expression von TLR3 wurde als Grundlage der Stimulation mittels Durchflusszytometrie 

und RT-qPCR nachgewiesen und liegt höher als die zuvor von El-Sayed et al. publizierten 

Ergebnisse [76]. Die kultivierten G-MSCs sind somit zur Stimulation mittels Poly(I:C) geeignet. 
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4.2.3. TLR3 vermittelte Pluripotenz gingivaler Stammzellen 

Toll-like Rezeptoren wurden bereits durch viele Autoren als potente Akteure 

inflammatorischer Erkrankungen wie der virusinduzierten Encephalitis [337] und 

kardiovaskulärer Erkrankungen [338], aber auch parodontaler Leiden [339] identifiziert. Dabei 

korreliert die zelluläre TLR Expression mit der altersbedingt steigenden Inzidenz parodontaler 

Destruktion [340]. Allgemein werden TLR3 klinisch positive Effekte auf regenerative Prozesse 

zugeschrieben; so konnte durch TLR3 Aktivierung die Rekonvaleszenz spinal traumatisch 

geschädigter Patienten verbessert werden [341]. TLR3 wird eine wichtige Rolle in der 

Beeinflussung der immunomodulatorischen Einflüsse und Pluripotenz verschiedener MSCs 

zugeschrieben. Besonders auffällig ist die NFκB vermittelte Regulation der Zytokin Sekretion 

[342]. Aktuelle Studien an Zellen des parodontalen Ligaments zeigen einen anti-

inflammatorischen Einfluss von Poly(I:C) auf Zellen des parodontalen Ligaments und dies wird 

als Möglichkeit der Einschränkung entzündlich bedingter parodontaler Destruktion diskutiert 

[343]. Dabei konnte TLR3 als Schlüsselfaktor der CPP-induzierten Umprogrammierung von 

Fibroblasten identifiziert werden. Diese Fähigkeit wurde durch die Hemmung des Rezeptors 

reduziert, durch die Poly(I:C) induzierte Aktivierung hingegen gesteigert [228]. Verschiedene 

Autoren postulierten eine Beeinflussung der pluripotenten Eigenschaften in MSCs [344], 

Keratinozyten [345] und Fibroblasten [346]. Der Erforschung der Einflüsse von TLR3 auf die 

Eigenschaften von G-MSCs kommt somit eine Schlüsselrolle im Verständnis der 

destruktiv/regenerativen Balance Parodontitis-supprimierten Gewebes zu.  

TLR3 aktivierte Zellen zeigten signifikant verminderte Proliferation und geringere 

Koloniebildungen über einen Zeitraum von 12 Tagen. Ursache dieser Entwicklung können zwei 

Faktoren sein: Einerseits kann die Neubildung von Zellen durch TLR3 reduziert sein, zum 

anderen wäre es möglich, dass TLR3 eine pro-apoptotische Wirkung auf die Zellen entfaltet. 

Poly(I:C) wird bereits unter dem Handelsnamen AmpligenTM in klinischen Studien zu 

Brustkrebs [347] und unter dem Namen RintatolimodTM in einer doppel-verblindeten, 

Placebo-kontrollierten Studie gegen chronische Fettsucht [348] angewandt. In beiden Fällen 

bewirkte der Wirkstoff signifikante Veränderungen der pathogenen Zellmasse, welche sich 

durch die autologe Zerstörung der Tumorzellen und eine verminderte Gesamtkörpermasse 

auswiesen. Die von den Autoren beschriebenen Einflüsse auf das Immunsystem gehen sogar 

noch weiter, sodass eine Langzeitwirkung über die Impfung der Patienten mit dem Wirkstoff 
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diskutiert wird. Verantwortlich für die anti-proliferative Wirkung könnte die TLR3 induzierte 

Aktivierung des IRF3 Signalwegs sein (siehe unten), welcher bereits in Studien mit dem 

Analogon BufalinTM an Zellen des hepatozellulären Karzinoms nachgewiesen werden konnte 

[349]. Die hier explizit erwähnte Chemotaxis wird durch die signifikant verminderte Aktivität 

nach 6 und 12 Tagen im MTT Assay unterstrichen. Neben der Aktivierung von IRF3 beschrieben 

Yoneda et al. (2008) einen weiteren Signalweg. Sie fanden heraus, dass die Poly(I:C) induzierte 

Aktivierung von TLR3 über den NFκB Signalweg in denselben Zellen einen differenzierenden 

Stimulus erzeugte [350]. Auch die in dieser Studie differenzierten G-MSCs zeigten eine 

Steigerung der Potenz zur multilinearen Differenzierung, allerdings nur in osteogener und 

chondrogener Linie. Bei genauerer Vergrößerung der Differenzierung von MSCs zu 

Osteozyten, Adipozyten und Chondrozyten (s.o.) fällt auf, dass Osteozyten und Chondrozyten 

initial identisch zu einer gemeinsamen Osteochondro-Progenitorzelle differenzieren [320]. 

Dieser Schritt wird durch die Transkription differenzierungsspezifischer Gene durch den 

RUNX2/Osterix Transkriptionsfaktorkomplex vermittelt. Mehrere Autoren haben eine 

Verbindung zwischen der RUNX2 Aktivität und der Aktivierung des Wnt/β-Catenin Signalwegs 

mit Steigerung der Osteogenese [351], sowie Dentin [352]- und Zementneubildung [352] 

beschrieben. Zum Zeitpunkt der Messung war das RUNX2 Level wieder auf einem ähnlichen 

Niveau wie ohne osteogene Stimulation. Eindeutig mit dieser Beobachtung korrelierend 

exprimierten die differenzierten Osteozyten verminderte Mengen an OPN und erhöhte 

Mengen an ON. Da ON ein wichtiger Faktor zu Kalzifizierung der osteogenen Matrix ist [322], 

kann man es als genetisches Analogon zur calcium-/phosphatselektiven Alizarin Rot-Färbung 

werten. Die verminderte Expression von OPN zeugt weiterhin von den Nachwirkungen 

schneller osteogener Formation, stellt es doch sonst AKT-1 vermittelt eine negative 

Rückkopplung der RUNX2/Osterix Aktivierung dar [323]. 

RUNX2 als ein Frühmarker der osteogenen Differenzierung ist ein Indikator der aktiven 

osteogenen Differenzierung [322]. Es ist anzunehmen, dass RUNX2 nach Abschluss mit 

abnehmendem Stimulus rückläufig ist. Über die Antwort auf die Frage, ob die RUNX2 

Expression bei Persistenz differenzierbarer Zellen höher wäre als nach Abschluss, kann diese 

Studie keine Aussage treffen. Zur vorherigen Argumentation passend, stellte sich auch die 

chondrogene Differenzierung sowohl in der Alzianblau Quantifizierung, als auch der 

Expression von ACAN stärker als in der Kontrolle dar. Auch in der Differenzierung ist die zuvor 

beschriebene Bildung der Osteochondro-Progenitorzelle essentiell und auch in der Reifung 
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unreifer Chondrozyten zu hypertrophen Chondrozyten besetzt RUNX2 eine Schlüsselfunktion. 

Im Gegensatz zu den beiden anderen Differenzierungen besitzen Adipozyten und Osteo-

/Chondrozyten keinen gemeinsamen Progenitor [353]. Die Differenzierung von G-MSCs zu 

Präadipozyten wird von dem Transkriptionsfaktor PPARγ vermittelt. Liang et al zeigten bei 

ihren Untersuchungen zur Rolle des Wnt/β-Catenin Signalweges eine inhibitorische Funktion 

hoher β-Catenin Level, welches in einer verminderten Adipogenese mündete [354]. Die 

Ergebnisse zeigen hingegen trotz ausbleibendem adipogenem Phänotyp (Ölrot Färbung) hohe 

PPARγ Level bei geringeren LPL Expressionen, verglichen zur Kontrolle. Im Falle der Wnt/β-

Catenin abhängigen Hemmung wäre auch die Expression von PPARγ bereits reduziert. Dies 

weist auf eine Unterbrechung des Signalweges zu einem späteren Zeitpunkt hin. Die genaue 

immunologische Kaskade stellt eine Besonderheit der G-MSCs dar und muss Ausgangspunkt 

weiterer Investigationen sein. 

Interessanterweise ist der Marker ALP, welcher üblicherweise mit der Aktivität von 

Osteoblasten assoziiert wird, im Vergleich zur Kontrolle vermindert. Im Parodont liegen 

sowohl ALP+, als auch ALP- Stammzellen vor. Im Vergleich der Eigenschaften beider 

Subpopulationen konnten Yu et al. eine Verminderung pluripotenzassoziierter Merkmale von 

ALP PDLSCs verzeichnen. Insbesondere ist dies mit der Verminderung der Transkripte für 

NANOG, OCT4A und SOX2 verbunden [355]. Bei der Quantifizierung pluripotenzassoziierter 

Transkripte wurde nach TLR3 Aktivierung eine vergleichbare Verminderung der mRNA für 

NANOG, MSX-1, SOX2, OCT4A und in geringem Maße KLF4 gemessen. Einzig REX-1 war leicht 

erhöht. In embryonalen Stammzellen wurden schon sehr früh Interaktionen zwischen den 

Pluripotenzmarkern OCT3/4 und REX-1 festgestellt. Explizit beschrieben Ben-Shushan et al. 

Verminderung der REX-1 Expression durch Blockade der Promotorregion durch OCT3/4 [356]. 

Dieser Erklärung folgend, wäre eine reflektorische Erhöhung von REX-1 nach Verminderung 

der Inhibition durch OCT4A denkbar.  

Die TLR3 Aktivierung führte zu einer Veränderung des zuvor beschriebenen Phänotyps. CD34 

wurde signifikant vermindert, begleitet durch die Erhöhung von CD73, CD90, CD105 und 

CD146. Die Veränderungen von CD14 und CD45 waren minimal. Im Rahmen von Versuchen 

mit HSPC wurde entdeckt, dass CD34+ auf Zellen über die Bindung von E-/P-Selektinen zu einer 

Aktivierung des Zellzyklus führen [265]. Diese Erkenntnis deckt sich mit der in unserem Fall 

verzeichneten Reduktion in Proliferation, Koloniebildung und metabolischen Aktivität. Auf der 
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anderen Seite wurden die Marker CD73, CD90, CD105 und CD146 erhöht. Diese Marker sind 

im Wesentlichen mit einer Steigerung der Pluripotenz assoziiert [273, 276]. Auch wurden bei 

Kulturen mit hohen Expressionen von CD73, CD105 und CD146 starkes 

Differenzierungsvermögen und für CD146 im Speziellen mineralisationsfördernde 

Eigenschaften nachgewiesen [249, 269, 275]. Dennoch stellt die Erhöhung dieser Marker im 

Vergleich zur verminderten Expression der meisten pluripotenz-assoziierten Transkriptome 

ein scheinbares Paradoxon dar.  

Bei genauerer Betrachtung der TLR3 induzierten Signaltransduktion fällt auf, dass fast alle 

Kaskaden (Wnt/β-Cateinin, NFκB, IRF3/7) über das Adaptermolekül TRIF vermittelt werden. 

Diesem entgegen, beschrieben Yamashita et al. einen TRIF unabhängigen, über das Proto-

Onko-Protein c-Src („cellular-sarcoma“), eine Tyrosinkinase, vermittelten Signalweg. Die 

beschriebene „biphasische“ Reaktion virusinfizierter Zellen nach Infektion mit dsRNA wäre 

eine Erklärung der meisten Beobachtungen. Initial beschrieben sie die drastische Erhöhung 

der Zelladhäsion, metabolischer Aktivität und Proliferation, direkt gefolgt von starker 

Inhibition. [125]. Auch in dieser Studie konnte eine geringfügig gesteigerte Proliferation nach 

24h beobachtet werden, diese Aussage ist unter Betrachtung der Proliferation allein aber 

kaum haltbar. Ganz anders verhält es sich jedoch, wenn die initial signifikant gesteigerte 

metabolische Aktivität in die Überlegung mit einbezogen wird.  

Die Unterschiede zwischen der Genexpression und der Veränderung des Phänotyps sind durch 

Beachtung der Latenz zwischen den Ebenen verständlich, dennoch weisen beide Merkmale 

der Dynamik auf. REX-1 ist auf der mRNA Ebene allein bei Messung weiterhin erhöht, da hier 

zunächst die Hemmung durch OCT4A verfällt, und phänotypisch weist die Erhöhung von CD34 

schon auf die mittelfristig abnehmende Pluripotenz hin. Die Argumentation stützend, zeigt 

sich auch die Proliferation der Zellen an Tag 1 in der Poly(I:C) stimulierten Gruppe minimal 

erhöht, obwohl der Vergleich zu diesem frühen Zeitpunkt vorsichtig ausfallen muss. Deutlich 

aussagekräftiger war der MTT Assay, welcher nach 24h eine signifikante Vergrößerung der 

Zellaktivität aufzeigte. Waren die Ergebnisse, welche unmittelbar nach Stimulation erhoben 

wurden, vielfältig interpretierbar, so ließen sich im weiteren Verlauf klare Tendenzen 

erkennen. Proliferation, Koloniebildung und metabolische Aktivität zeigten sich signifikant 

vermindert, Differenzierungsmarker in osteo-/chondrogener Differenzierung hingegen 
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deutlich erhöht. Dies weist auf einen vermehrten Differenzierungsreiz innerhalb der Kulturen 

mit abnehmender Pluripotenz hin. 

 

Abbildung 50 TLR3 spezifische Aktivierung rezeptorassoziierter Gene und Beeinflussung von Phänotyp und Zellzyklus 

TLR3 induzierte intrazelluläre Signaltransduktion. Von links nach rechts: PI3K/AKT1 abhängige Aktivierung von β-

Catenin (grün), TRAF3 abhängige Induktion der Transkriptionsfaktoren IRF32 und IRF72 (blau), TRAF6 abhängige 

Aktivierung von NF-κB (rot). Weiter angedeutet ist eine TRIF unabhängige und c-Src abhängige Kaskade (violett).
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5. Zusammenfassung

Die Parodontitis ist eine lokal entzündliche Erkrankung mit progressivem Verlauf bis hin zum 

vollständigen Abbau parodontalen Attachments. Mit einer Morbidität von 95% aller 

bezahnten Menschen stellt die Parodontitis eine der häufigsten Erkrankungen weltweit dar, 

sodass der Behandlung und Regeneration des verlorenen Knochens größte Bedeutung 

zukommt [14, 357]. Parodontale Stammzellen sind der Ausgangspunkt der lokalen zellulären 

Regeneration. Prominente Vertreter dieser Gruppe sind die gingivalen mesenchymalen 

Stammzellen (G-MSCs), welche eine einfach zugängliche Stammzellreserve im adulten 

Organismus bilden. Sie bewiesen in vivo und in vitro bemerkenswerte pluripotente 

Eigenschaften in Form der Selbsterneuerung und Differenzierbarkeit in multiple Zellentitäten 

wie Knochen-, Fett- und Knorpelgewebe. Des Weiteren konnten diverse 

Mustererkennungsrezeptoren in und an den Zellen nachgewiesen werden. Ein prominenter 

Vertreter dieser Rezeptoren ist Toll-like Rezeptor 3 (TLR3), der intrazellulär/endosomal 

gelegen durch virale dsRNA aktiviert wird. TLR3 greift über verschiedene Signalwege (Wnt/β-

Catenin, NF-κB, IRF3/7) in die Genexpression der Zelle sowie die Expression inflammativer 

Zytokine ein. Ziel dieser Studie war es, den Einfluss der Aktivierung von TLR3 mittels des dsRNA 

Analogon Poly(I:C) HMW auf die pluripotenten Charakteristika der G-MSCs zu untersuchen. 

Zu diesem Zweck wurde Mischgewebe aus Gingivaexzisaten (n=5) gesunder Patienten 

kultiviert und G-MSCs via immunomagnetischer Säulenseparation über den Stro-1 Rezeptor 

isoliert. Nach Charakterisierung gemäß den Richtlinien der International Society for Cellular 

Therapy (ISCT) und Nachweis der Expression von TLR3 wurden die Kulturen mit Poly(I:C) 

stimuliert und in Genexpression (RT-qPCR), Phänotyp (Durchflusszytometrie), Zellaktivität 

(MTT), Koloniebildung (CFU), Proliferation und multilinearer Differenzierung verglichen. Die 

Aktivierung von TLR3 führte nach 24h zu einer vermehrten Expression von CD73, CD90, CD105 

und CD146 sowie höherer metabolische Aktivität und REX-1 Expression. Die Transkripte für 

NANOG, OCT4A, SOX2, MSX-1 und KLF4 wurden hingegen vermindert und auch CD34 verstärkt 

exprimiert. CFU und Proliferation waren über 12 Tage vermindert, genau wie die MTT an Tag 

6 und 12. Die osteo-/ chondrogenen Differenzierungslinien wurden verstärkt. Wir schließen 

aus den Erkenntnissen, dass Poly(I:C) initial einen steigernden Einfluss auf die Pluripotenz 

besitzt, dieser Effekt verschwindet jedoch schnell zugunsten eines starken 
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Differenzierungsimpulses, der besonders die Differenzierung in osteo-chondraler Direktion 

fördert. 

Die gewonnenen Erkenntnisse bieten uns einen weiterführenden Einblick in die 

immunomodulatorischen Verknüpfungen gingivaler Stammzellen und die enge 

Vergesellschaftung des Mikroenvironments mit dem zellulären regenerativen Potential 

lokaler Stammzellpopulationen. Langfristig könnte es möglich sein, diese Erkenntnisse zu 

nutzen, um die parodontale Regeneration durch exogene oder endogene Stimuli zu verstärken 

und den Gewebeumsatz zugunsten der Regeneration präventiv zu erhöhen. 
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7.3. Abkürzungen 

AAP American Academy of Periodontology 

AB-MSC Alveolarbone proper stem/progenitor Cell 

ACAN Aggrecan; 

ALP alkaline phosphatase 

AMP Antimikrobielles Peptid 

AP-1 Activator-Protein-1 

ASC Adulte Stammzellen 

Asp Asparagin 

ATP Adenosintriphosphat 

BMP Bone morphogenic protein 

CD Cluster of Differentiation 

CDC Centers of Disease Control and Prevention 

CFU Colony-forming Units 

CLR C-Typ Lectin Rezeptor 

COX-2 Cyclooxigenase-2 

CpG-ODN CpG-Oligodesoxynukleotide 

c-Src cellular sarcoma 

DFPC Dental Follicle Progenitor Cells 

DNA Desoxyribonucleinsäure 

DPSC Dental Pulp Stem Cells 

dsRNA Doppelstrang RNA 

ECD Extrazelluläre Domäne 

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Spektrometrisches Verfahren) 

EV Extrazelluläre Vesikel 

Fab-Region Antigen bindende Antikörperregion 

FADD Fas-Associating Death Domain-Containing Protein 

FasR Rezeptortyp der TNF Klasse 

Fc-Region Konstante Antikörperregion 

GBR Guided Bone Regeneration 

gDNA genome DNA 

Glu Glutamin 

G-MSC Gingival Mesenchymal Stem Cell 
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hESC Humane embryonale Stammzellen 

HPSC Hämatopoetische Stammzellen 

IFN Interferon 

IgG Immunglobulin G 

IKK(i/γ/ε) IκB Kinase (i/γ/ε) 

IL Interleukin 

IL1-RA Interleukin-1-Rezeptor-Antagonist 

IRF IFN regulatory factor 

IκB 
nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 

inhibitor 

JNK c-Jun N-terminal kinase

KLF4 Kruppel like factor 4 

LEF1 Lymphoid Enhancer Binding Factor 1 

LPL lipoprotein lipase 

LPS Lipopolysaccharide (=Endotoxin) 

LRR Leucin reiche Sequenzen 

Lys Lysin 

MACS Magnetic Activated Cell Sorting 

MAP-Kinase mitogen-activated protein kinase 

MD2 Lymphocyte antigen 96 

M-G-MSC Mesodermale gingivale mesenchymale Stammzelle 

MHC I major histocompatibility complex class I 

MHC II major histocompatibility complex class II 

MKK Mitogen-activated protein kinase kinase 

MMP Matrixmetalloproteinasen 

MPS Mononucleär-phagozytäres System 

MSC Mesenchymale Stromazelle 

MSX-1 msh homeobox 1 

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

MyD88 myeloid differentiation primary response gene 88 

NANOG NANOG Homeobox 

NDP-SC Natal Dental Pulp Stem Cells 

NF-κB nuclear factor kappa light-chain-enhancer of activated B cells 

N-G-MSC Gingivale mesenchymale Stammzelle der Neuralleiste 
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NDCs non-communicable diseases 

NK-Zellen Natürliche-Killerzellen 

NLR Nod-like Receptor 

NTD N-terminale Domäne

Oct4 octamer- binding transcription factor 4 

ON Osteonektin 

OPN Osteopontin 

P2YR1 P2Y Purinrezptor 1 

p38 p38 mitogen-activated protein kinases 

PA Parodontitis 

PAMPs pathogen-associated molecular patterns; 

PBS Phosphatgepufferte Salzlösung 

PCR Polymerase-Kettenraktion 

PDL Parodontales Ligament 

PDLSC Periodontal Ligament Stem Cells 

PGE2 Prostaglandin E2 

PGK-1 Phosphoglycerate kinase 1 

Poly(I:C) Polyinosinedeoxycytidylic Acid 

PPARγ peroxisome proliferator-activated receptor γ 

PRF Plateled Rich Fibrin 

PRR Pattern-Recognition Receptor 

qPCR Real-Time-Quantification-Polymerase-Kettenreaktion 

REX-1 RNA exonuclease 1 homolog 

RHIM RIP homotypic interaction motif 

RIP Receptor-interactin-protein 

RLR RIG-like-Receptor 

RNA Ribonukleinsäure 

RT Reverse Transkription 

RT-qPCR Real-Time-Quantification-Polymerase-Chainreaction 

RUNX-2 Runt-related transcription factor 2 

SC Stammzellen 

SCAP Stammzellen der apikalen Papille 

SHED Stem Cells from Human Exfoliated Deciduous Teeth 

SOX sex determining region Y- box containing gene 
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ssRNA Einzelstrang RNA 

StZG Stammzellgesetz 

TBK1 TANK Binding Kinase 1 

TH-Zellen T-Helferzellen 

TIR Toll/Interleukin-1 Rezeptor homologe Domäne 

TIRAP Toll-Interleukin-1 Rezeptor-Adapter-Protein 

TLR Toll-like Rezeptor 

TRAF TNF receptor associated factor 

TRAM TRIF-related adaptor molecule 

TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β 

TZyt-Zellen Zytotoxische T-Zellen 

UCMSC Umbilical cord mesenchymal stem cell 

UPT Unterstützende Parodontale Therapie 
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