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1. Einleitung

1.1 Parodontitis und ihre Klassifikation

Parodontitis ist eine entziindliche Erkrankung des Mundbereichs, die mit einer bakteriellen
Dysbiose assoziiert ist. Sie betrifft den gesamten Zahnhalteapparat, darunter der
Alveolarknochen, das parodontale Ligament und die Gingiva. Typische klinische
Erscheinungen der Parodontitis sind: Zahnfleischbluten, Knochenverlust und die daraus
resultierende Zahnlockerung und der Zahnverlust (Graves, 1999; Silva et al., 2009). Fiir eine
Parodontitis sind etliche Risikofaktoren erwiesen, welche die Entstehung, den Schweregrad
und den Verlauf dieser Erkrankung beeinflussen kénnen. Besonders im fortschreitenden Alter,
ab der vierten Lebensdekade, steigt das Risiko an Parodontitis zu erkranken. Weitere
Risikofaktoren sind auBerdem Nikotinkonsum und schlecht eingestellte systemische
Erkrankungen, insbesondere Diabetes mellitus (Alagl and Bhat, 2015). Selbst Umweltfaktoren,
wie Stress oder lokale Faktoren, wie die Zahnstellung sind Modulatoren einer Parodontitis

(Wakai et al., 1999).

Parodontitis erfahrt in der Deutschen Mundgesundheitsstudie (DMS) aus dem Jahre 2016, im
Vergleich zu friiheren Jahren einen Riickgang in allen Altersgruppen. Die Verteilung der
entzindlichen Erkrankung bleibt jedoch besonders im fortgeschrittenen Alter weit verbreitet.
Mehr als jeder Zweite (65%) im Alter zwischen 65 bis 74 Jahren leidet unter einer
parodontalen Erkrankung. Betrachtet man die Bevdlkerung ab 75 Jahren verstarkt sich diese
Tendenz. Neun von zehn Menschen in dieser Altersgruppe leiden unter einer Parodontitis

(Jordan and Micheelis, 2016).

Im Juni 2018 wurde auf der internationalen Tagung ,,EuroPerio9“ in Amsterdam, Niederlande
die neue Klassifikation ,,Parodontaler und Peri-implantarer Erkrankungen” vorgestellt (Caton
et al., 2018, Chapple et al., 2018). Dabei werden Erkrankungen des Zahnhalteapparats in zwei
Klassen beschrieben. Definiert sind diese in ,Parodontale Erkrankungen und Zustande“ und
,Peri-implantare Erkrankungen und Zustiande”. Parodontitis gehdrt demnach neben den
»,Nekrotisierenden parodontalen Erkrankungen” und der ,Parodontitis als Manifest
systemischer Erkrankungen” zu den drei Hauptklassen parodontaler Erkrankungen, welche

des Weiteren engmaschiger definiert werden. Diese Klassifizierung wird in Tabelle 1
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aufgefihrt. Erstmals wurden in dieser Einteilung ,Peri-implantiare Erkrankungen und

Zustande”, im Vergleich zur friiheren Klassifikation von 1999 (Armitage, 1999), definiert.

Tabelle 1: Tabellarische Darstellung der neuen Klassifikation ,,Parodontaler und Peri-implantérer Erkrankungen”

Parodontale Erkrankungen und Zustdande

Parodontale Gesundheit Parodontitis Andere das Parodont betreffende Zustande
= Parodontale Gesundheit = Nekrotisierende = Systemische Erkrankungen und Zustande mit
und gingivale Gesundheit parodontale Einfluss auf das Parodontium
= Gingivitis: Erkrankungen = Parodontale Abszesse und Endo-Paro-
Biofilminduziert = Parodontitis Lasionen

= Gingivale Erkrankungen: = Parodontitis als Manifest = Mukogingivale Deformitdten und Zustande
Nicht-Biofilminduziert systemischer = Traumatische okklusale Krafte
Erkrankungen = Zahn- und Zahnersatzbezogene Faktoren

Peri-implantdre Erkrankungen und Zustinde

Peri-implantare Peri-implantare Peri-implantitis Peri-implantare Weich- und
Gesundheit Mukositis Hartgewebsdefizite

Eine weitere Neuerung besteht darin, dass Parodontitis fir den Patienten nun genauer
systematisiert werden kann. Hierflir wird das ,Staging and Grading” als Kernstlick zur
individuellen Kategorisierung der Patienten angewandt. Dabei erschlieBt sich mit Hilfe des
,Stagings” der Schweregrad der Erkrankung anhand von klinischen und réntgenologischen
Parametern. Hierzu gehoren beispielsweise der Knochenabbau anhand eines aktuellen
Rontgenbildes, der Furkationsgrad, der Attachmentverlust und Sondierungstiefen. Der
Patientenzustand wird in den Stadien | bis IV erfasst, welche eine initiale, moderate, schwere
oder fortgeschrittene Parodontitis definieren. Das ,Grading” dient der Erkennung der
Krankheitsprogression unter Betrachtung verschiedener systemischer Aspekte, wie z.B.
Diabetes mellitus, Nikotinkonsum und, wenn moglich, den Vergleich zu einem friheren
Zeitpunkt aufgenommenen, klinischen Parametern. Hierbei wird zwischen den
Progressionsgraden A, B oder C unterschieden, welche die Progression in langsam, moderat
und schnell reprasentativ einteilen. Beide Komponenten, das ,Staging” und das ,,Grading”,
ermoglichen die Diagnose der Parodontitis und die Erfassung von Faktoren, die eine
patientenbezogene Progression und Therapie erlauben (Caton et al.,, 2018, Tonetti et al.,

2018).
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1.2 Atiologie und Pathogenese

Lang und Bartold definieren die parodontale Gesundheit als ein klinisch gesundes Parodont,
welches durch das Fehlen einer nachweisbaren Entziindung charakterisiert ist (Lang and
Bartold, 2018). Dies kann sowohl in einem intakten Parodontium aufgefunden werden, d.h.
ohne jegliche Anzeichen der Parodontitis-typischen Kriterien, als auch in einem bereits
reduzierten Parodontium. Eine klare Definition ist fir die Effektivitat therapeutischer
MaRnahmen essenziell und ermoglicht die realistische Zielsetzung bei der Behandlung des
Patienten. Ferner sind die Kontrolle des Immunsystems und das Erreichen der parodontalen
Homobostase wichtige Komponenten eines klinisch gesunden Parodonts. Lokale und
systemische Risikofaktoren sollten patientenorientiert gut eingestellt bzw. verbessert
werden. Unter anderem sollten systemische Erkrankungen, Einnahme von Medikamenten, die
Erndhrung oder zahnbezogene Gegebenheiten, wie Karies, insuffiziente Restaurationen und
dhnliches, entsprechend optimiert werden. All diese Faktoren kénnen unbehandelt den
Immunstatus negativ beeinflussen und die Regenerationsfahigkeit des Parodontiums

reduzieren (Herbert F. Wolf, 2004).

Physiologisch besteht eine natliirliche Symbiose zwischen Wirt und den im Mund befindlichen
Bakterien (Nibali, Donos and Henderson, 2009). Etabliert sich jedoch ein dauerhaftes
Ungleichgewicht zwischen der Bakterienanzahl und -zusammensetzung und/oder dem
Immunsystem des Wirts, besteht die Gefahr, dass sich eine gewebeabbauende Parodontitis

manifestiert (Gemmel, Marshall and Seymour, 1997) .

Zu Beginn jeder Parodontitis steht die persistierende, bakterielle Plaque, die sich in Nischen
des Parodonts befindet. Socransky definiert verschiedene Bakterienspezies, die eine zentrale
Rolle bei der Entstehung der Parodontitis spielen. Unter der Komplextheorie werden
Bakterien gemal ihrer Pathogenitdt und der Reihenfolge ihres Auftretens in verschiedene
Komplexe klassifiziert. So wird verdeutlicht welche Bakterien mit dem Beginn und dem
Fortschreiten der Parodontitis assoziiert sind. Es wird zwischen dem roten Komplex
(Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola), dem orangenen
Komplex (Prevotella intermedia, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum), dem Aa-
Komplex (Aggregatibacter actinomycetemcomitans), dem grinen Komplex (Eikenella
corrodens, Capnocythophaga spec.) und dem orange-assoziierten Komplex (Campylobacter

rectus, Eubacterium nodatum) unterschieden, welche eng miteinander verbunden sind und
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zusammen eine geeignete Umgebung fir den Verlauf der Erkrankung bilden (Socransky et al.,
2004). Bakterien aus dem griinen und orange-assoziierten Komplex werden mit dem Beginn
einer Parodontitis in Verbindung gebracht. Sie besiedeln die Zahnoberflache und dienen fiir
die weitere Adhdsion von Bakterien. Bei Verschlechterung des Krankheitszustandes folgt der
orangene Komplex, der als Briickenglied fiir den Aa-Komplex und den roten Komplex fungiert.
Besonders der Aa-Komplex und der rote Komplex wurden als potente parodontalpathogene
Bakterien beschrieben. Sie sind selten dazu fahig, den Zahn ohne die vorherige Adhésion der
zuvor genannten Komplexe zu besiedeln, und flihren bei einem Erfolg zu der Parodontitis-

typischen Entziindung und Destruktion des Zahnhalteapparats (Socransky et al., 2004).

Zunachst ist eine Entziindung eine physiologische Reaktion des Korpers auf einen bakteriellen
Reiz. Idealerweise dient sie als Immunreaktion der Bekdampfung von Pathogenen (Gemmel,
Marshall and Seymour, 1997). Sie beinhaltet die Erkennung der Virulenzfaktoren als Antigene
(AG), wie z.B. auf der Bakterienoberfliche exprimierten Lipopolysaccharide (LPS), und
initileren die angeborene Immunantwort. Bakterien koénnen unter anderem durch
zytotoxische Substanzen (z.B. Amine, Ammoniak, Sauren, Schwefelwasserstoff) und
bakterielle Enzyme (z.B. Phosphatasen, Kollagenasen) direkt das Gewebe schadigen, indirekt
aber auch durch die Aktivierung verschiedener Zellen. Dabei sind unter anderem
Makrophagen, gefaBnahe Mastzellen und Zellen des gingivalen Saumepithels involviert, die
verstarkt proinflammatorische Zytokine (z.B. Interleukin-1B (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6),
Interleukin-8 (IL-8), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)) freisetzen. IL-8 wirkt chemotaktisch und
induziert die Rekrutierung von polymorphkernigen Granulozyten (PMN), welche dem
Zytokingradienten folgend zum Zentrum der Entziindung wandern. Durch zahlreiche Lysosom-
Entziindungsmediatoren kommt es zur Bekdmpfung der Pathogene. Zeitgleich kommt es zu
einer Erhohung der Permeabilitdt der Gefalwand durch Substanz P aus den Immunzellen,
welches indirekt durch die Histaminausschiittung der Mastzellen ansteigt (Lundy and Linden,
2004, Cekici et al., 2014). Ferner steigt die Adharenz von PMNs. Beides begiinstigt eine
schnellere Erreichbarkeit der Immunzellen an den Zielort. Klinisch spricht man zu diesem
Zeitpunkt von einer Gingivitis. Sind die PMNs in der Lage die Pathogene zu bekampfen, so
kommt es zur Eindammung der Entziindung (Herbert F. Wolf, 2004, Socransky et al., 2004).
Bei Abwesenheit einer taglichen und adaquaten Mundhygiene, verbleibt der Biofilm an der

Zahnoberflache und ermoglicht eine andauernde Infiltration von pathogenen Bakterien in das
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Parodontalgewebe. Was zunédchst als Verteidigungsmechanismus gegen den bakteriellen
Biofilm beginnt, entwickelt sich bei einer Persistenz von Bakterien schlieBlich zu einer
Parodontitis. Das komplexe Geflecht aus Zytokinen und Mediatoren treibt die libermaRige
Entziindung im Wirtsorganismus weiter voran (Graves and Cochran, 2003, Cekici et al., 2014,
Fawzy El-Sayed et al., 2019). Dabei spielen IL-1B und TNF-a eine maligebliche Rolle beim
Fortschreiten des Krankheitsverlaufs. Beide sind fiir die Aktivierung weiterer Zellen, wie z.B.
Endothelzellen, Osteoklasten und Lymphozyten involviert. Interferon-y (IFN-y) wird
hauptsachlich von T-Lymphozyten ausgeschiittet und ist somit nach der Aktivierung der
zelluldren Immunabwehr in hoher Konzentration in der entziindlichen Lasion vorzufinden
(Cekici et al., 2014). Die primare Funktion von IFN-y liegt in der Aktivierung von weiteren
Makrophagen. Bei einer erhéhten Konzentration von IFN-y wird die Produktion von weiteren
Entziindungsmediatoren angetrieben. Sie unterstitzt des Weiteren die T-Lymphozyten bei
der Antigenprasentation Uber die vermehrte Expression von Haupthistokompatibilitats-
komplexe (engl. major histocompatibility complex, MHC) (Carnaud et al., 1999). TNF-a nimmt
die Rolle eines Multieffektors ein. Durch TNF-a wird unter anderem die Zellmigration in
Richtung Zentrum der Entziindung unterstitzt. Zusatzlich wird in den dortigen Vorladuferzellen
direkt die Osteoklastengenese eingeleitet. TNF-a wirkt auBerdem fordernd auf die Sekretion
von Osteoklasten-induzierenden Faktoren, wie Matrixmetalloproteinasen und Receptor
Activator of NF-kB Ligand (RANKL). RANKL wird von Osteoblasten, Fibroblasten und
Lymphozyten gebildet und bindet an Receptor Activator of NF-kB (RANK) auf der Oberflache
von Osteoklasten und Osteoklastenvorldauferzellen. Der veranderte Knochenstoffwechsel
zugunsten der Osteoklastenaktivitdt, ohne eine zeitgleiche Zunahme der Knochenbildung,

fihrt zu dem Attachmentverlust im Parodont (Gemmell et al., 2001, Chang et al., 2002).
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Abbildung 1: Schematische und vereinfachte Darstellung zelluldrer Prozesse in einer beginnenden gingivalen Entziindung.
Die Erkennung bakterieller Virulenzfaktoren (z.B. LPS) initiiert die angeborene Immunantwort. Direkte Schddigung des
Parodontalgewebes durch bakterielle zytotoxische Substanzen, wie Amine, Ammoniak, Sdure, Schwefelwasserstoff und
bakterielle Enzyme (z.B. Phosphatasen, Kollagenasen). Indirekte Schddigungen durch zelluldre Ereignisse: Aktivierung von
Makrophagen, Mastzellen und Zellen des gingivalen Saumepithels fiihren zur Expression proinflammatorischer Zytokine
(IL-18, IL-6, IL-8, TNF-a). Chemotaktische Aktivierung von PMNs, Steigerung der Permeabilitét zur Rekrutierung weiterer
Immunzellen zur Bekdmpfung von Pathogenen. Lyse der Bakterien fiihrt zu einer Eindimmung der Pathogenese bei
erfolgreicher Immunantwort oder zu krankhaften Gewebeschddigung bei Misserfolg.

1.3 Wundheilung

Als Wundheilung bezeichnet man den korpereigenen Prozess zur Wiederherstellung der
Integritat und Funktionsfahigkeit des Gewebes nach einer Verletzung (Miloro and Peterson,
2012). Die Wundheilung ist ein komplexes Zusammenspiel, welches die Interaktion von
verschiedenen Zelltypen beinhaltet und aus drei Phasen besteht. Die aufeinanderfolgenden
Phasen sind Uberlappend und werden in Entziindung, Zellproliferation und das Remodelling
des Gewebes (Wang and Tatakis, 2017) eingeteilt. Speziell auf das Parodont bezogen,
definieren Fawzy El-Sayed und Dorfer die Phasen der Wundheilung im Parodont genauer als
eine erhohte Proliferation von Stamm- und Vorlduferzellen, Migration und Homing,
Differenzierung und Endreifung der Zellen (Fawzy El-Sayed and Dorfer, 2017). AuBerdem wird

bei der Wundheilung zwischen der Reparatur und der Regeneration des Gewebes differenziert
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(Melcher, 1985). Die Unterscheidung hat einen maligeblichen Einfluss auf das Resultat der
Wundheilung.

Bei dem Vorgang der Reparatur wird die Kontinuitat des Gewebes wiederhergestellt, wodurch
jedoch ihre Funktion und urspriingliche Struktur verloren gehen. Eine Parodontitistherapie
induziert normalerweise eine epitheliale Wundheilung bzw. die Bildung eines langen
Saumepithels, welches den parodontalen Defekt fiillt (Susin and Wikesjo, 2013), jedoch die
Funktion des Parodonts nicht vollstandig wiederherstellen kann. Daraus folgt ein fehlendes
restutio ad integrum. Die Regeneration wird als Erneuerung des urspriinglichen Gewebes
definiert. Dies betrifft sowohl die Architektur als auch die Funktion, sodass alle Komponenten
des Parodonts bei einer erfolgreichen regenerativen Wundheilung wiederhergestellt werden
(Melcher, 1985). Setzt man sich dies zum Ziel, werden verschiedene, voneinander abhéangige
Prozesse vorausgesetzt. Betrachtet man die vier Phasen der Wundheilung (Fawzy El-Sayed
and Dorfer, 2016), und damit das Remodelling des Gewebes, trifft man diese auch in einem
entziindeten Parodont an, das bei der parodontalen Erkrankung einer bestimmen
Mikroumgebung unterliegt. Die Entziindung ist somit Bestandteil der Wundheilung (Wang and
Tatakis, 2017). Betrachtet man die einzelnen Phasen genauer, so regulieren verschiedene
Zytokine, die im Rahmen der Entziindungsreaktion des Koérpers von Immunzellen
ausgeschittet und von erkrankten Zellen exprimiert werden, den Verlauf der entziindlichen
Parodontitis. Zusatzlich sind diese Zytokine in der Lage eine mogliche reparative oder
regenerative Heilung zu initiieren (Graves, 1999; Silva et al., 2009). Sie unterstitzen somit die
Heilung des Gewebes. Es wird beschrieben, wie Zytokine die Migration von Zellen aus dem
gesunden Parodontium in das geschadigte Gewebe einleiten konnen (Park et al., 2011; Lee et
al., 2017). Ferner werden undifferenzierte Progenitorzellen aus dem umliegenden gesunden
Gewebe und aus parodontalen Nischen angelockt, die ins geschadigte Gewebe einwandern
und sich dort niederlassen. Dieses ,Homing“ kann gleichzeitig unter Einfluss von
verschiedenen Zytokinen gefordert werden, wobei die genaue Funktionsweise nicht endgiiltig
geklart ist. Dieser Prozess verlangt noch weitere Studien, welche den Effekt von Zytokinen
untersuchen. Ziel sollte es sein, die Kontrolle {iber eine erfolgreiche parodontale Wundheilung
zu erlangen (Whetton and Graham, 1999; Lee et al., 2017). Es stellt sich nun die Frage, welche
MalRnahmen bei der Therapie getroffen werden sollten, um eine Regeneration im Parodont

zu unterstutzen.
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14 Therapie

Es gibt zahlreiche Therapieansatze, um die Genesung und Regeneration des Parodonts zu
unterstitzen. Es ist essenziell, dass das Gewebe zurlick in seine urspriingliche Homoostase
Uberfihrt wird, welche durch die Abwesenheit jeglicher entziindlichen Vorgédnge definiert ist

(Cekici et al., 2014).

Aktuelle Therapieansatze setzen sich zum Ziel, die Bakterienlast zu reduzieren und somit eine
angemessene Infektionskontrolle zu etablieren. Strategien fiir die Verbesserung der
Mundhygiene liegen sowohl in den Handen des behandelnden Arztes als auch in denen des
Patienten. Die grundlegende MaRnahme ist die Sensibilisierung des Patienten fiir eine
entsprechend bessere Mundhygiene. Die Aufklarung durch den Arzt soll dem Patienten
ermoglichen eine adaquate, supragingivale Plaquekontrolle selbst durchzufiihren und diese
aufrechtzuerhalten. Zudem sollten Lebensgewohnheiten, die als Risikofaktoren und
Modulatoren fiir eine Parodontitis gelten, wie beispielsweise Nikotinkonsum oder die
therapeutische Behandlung von Grunderkrankungen (wie Diabetes mellitus), optimiert
werden (Heitz-Mayfield and Lang, 2013, Suvan et al., 2019). Erganzend zu einer
selbststandigen Mundhygiene soll ab dem Staging Il eine subgingivale Instrumentierung und
die Reinigung von unzuganglichen Zahnoberflichen erfolgen. Die Unterbrechung des
entstandenen Biofilms und die Entfernung harter Auflagerungen im Sinne eines Debridements
fiihren zu einer Unterdriickung des Entziindungsgeschehens im Weichgewebe. Ziel dieser
Therapie ist zunachst das Arretieren der destruktiven Prozesse im Zahnhalteapparat. Ferner
kdnnen bei einer konventionellen Behandlung natiirliche und/oder synthetische Materialien
zum Auffillen von parodontalen Defekten verwendet werden. Diese Methodik soll die

Wundheilung des Parodonts unterstiitzen (Karring et al., 1993).

Ein moglicher Therapieansatz ist die Zugabe von Ascorbinsdure (AS) als unterstiitzender
Faktor in der parodontalen Wundheilung. Es hat sich gezeigt, dass AS die Proliferation von
gingivalen mesenchymalen Stammzellen (G-MSCs) steigert und besonders fiir die ersten
Phasen der reparativen und regenerativen Wundheilung eine ausreichende Zellzahl
sicherstellen kann. Ferner ist der positive Effekt von AS auf die Pluripotenz der G-MSCs
auschlaggebend fiir neue Anséatze in der Parodontaltherapie (Van Pham et al., 2016). In dieser
Studie wurde dieser Ansatz aufgegriffen und die Wirkung von AS auf G-MSCs genauer

untersucht.

Einleitung 8



1.5 Gingivale mesenchymale Stammzellen (G-MSCs)

MSCs sind Zellen, welche sich durch die Eigenschaften zur Selbsterneuerung und der gezielten
Differenzierung definieren. Ihre Fahigkeit sich unter geeigneten Bedingungen in eine Variation
von Zelltypen zu differenzieren, bietet eine ausgezeichnete Therapiegrundlage zur
Regeneration von Geweben (Han et al., 2019). Anders als embryonale Stammzellen sind
adulte Stammzellen erhoht verfiigbar. Zudem ist ihre Verwendung in der Wissenschaft nicht
durch ethische Bedenken eingeschrankt (Fischbach and Fischbach, 2004). Adulte Stammzellen
findet man in verschiedenen Geweben und Organen wie z.B. im Knochenmark oder
Fettgewebe, aus denen sie isoliert werden konnen (Dominici et al., 2006, Gao et al., 2014).
Dominici et al. etablierte bestimmte Charakteristika einer Zelle, die als MSC definiert werden,
was eine Einheitlichkeit der MSCs unterschiedlichen Geweben erlaubt. Dabei werden die
Adhédrenz an Plastik, die Expression der Oberflaichenmarker CD90, CD73, CD105 und
gleichzeitiger Abwesenheit von CD14, CD34 und CDA45, sowie ihre Fahigkeit zur multilinearen
Differenzierung beschrieben (Dominici et al., 2006). Auch in der orofazialen Region sind
verschiedene MSCs mit besagten Qualitaten aufzufinden. Sie sind unter Fibroblasten,
Endothelzellen, Epithelzellen, = Zementoblasten, = Osteoblasten, Myoepithelzellen,
Neuroblasten und anderen nur eine kleine Population der Mundhdhle, jedoch wegen ihrer
bemerkenswerten reparativen und regenerativen Eigenschaften vorteilhaft fir die orale
Wundheilung (Fawzy El-Sayed et al., 2012, 2015; Yu et al., 2013). lhre Resistenz gegeniiber
Entziindungsreizen (Fawzy El-Sayed and Dorfer, 2016) und ihre immunregulatorischen
Eigenschaften (Zhang et al.,, 2017) wirken sich unterstiitzend auf eine Reparatur oder
Regeneration des Parodonts aus. MSCs sind in der Lage eine osteogene, adipogene oder
chondrogene Differenzierung einzugehen und werden daher therapeutisch zur Wundheilung
verwendet (Li, Sun and Pang, 2015). Die gezielte Anwendung dieser Zellen ist somit essenziell

fiir den Erfolg einer regenerativen Parodontaltherapie.

Unter den oralen Stammzellen unterscheidet man diejenigen aus dem parodontalen Ligament
(PDSLC), aus der apikalen Papille (SCAP), aus der Gingiva (G-MSC) und dem Alveolarknochen
(AB-MSC), welche in der folgenden Abbildung 2 dargestellt sind (Fawzy El-Sayed et al., 2019).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung oraler Gewebe und die dort befindlichen mesenchymalen Stammzellen.
MSCs aus dem parodontalen Ligament (PDSLC), aus der apikalen Papille (SCAP), aus der Gingiva (G-MSC) und dem
Alveolarknochen (AB-MSC), Quelle: (Fawzy El-Sayed et al., 2019)

G-MSCs stellen attraktivere Alternativen zu anderen oralen MSCs dar (Fawzy El-Sayed et al.,
2012, El-Sayed et al.,, 2015). Im Praxisalltag gilt die klinisch resezierte Gingiva als
Nebenprodukt, das, z.B. bei der Extraktion eines impaktierten Zahnes, verworfen wird. Aus
dieser Gingiva kdnnen vorhandene G-MSCs isoliert werden, sodass sich das Gewebe als eine
einfache zugangliche Quelle fiir MSCs erweist (Gao et al., 2014). Die Anzahl verfligbarer MSCs,
darunter auch G-MSCs, im Gewebe ist jedoch limitiert (Van Pham et al., 2016). Besonders mit
fortschreitendem Alter verringert sich die Anzahl von Stammzellnischen (Tomasello et al.,
2017). Einige Studien zielen darauf ab, die Verfligbarkeit von MSCs zu erhéhen, indem unter
anderem das Proliferationspotential verbessert wird. Es wurde gezeigt, dass unabhangig
davon, ob G-MSCs aus einem entziindeten oder einem gesunden Gewebe entstammen, diese
ein ahnliches Potential fur die Differenzierung und Regeneration haben (Tang et al., 2011; Ge
et al.,, 2012). Weitere Studien zeigten sogar einen Zusammenhang zwischen einer
kurzandauernden entziindlichen Stimulation von G-MSCs und einem dadurch induzierten

erhohten Differenzierungs- und Proliferationspotential (Zhang et al., 2017). Besonders in
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Bezug auf die parodontale Therapie, genauer einer regenerativen therapeutischen Lésung,

spielen daher MSCs eine auBerordentlich wichtige Rolle.

1.6 Ascorbinsaure (AS)

AS ist ein wasserlosliches Vitamin, welches der Kérper nicht selbst synthetisieren kann und
demnach ist kein Depot im Korper vorhanden. AS kdnnen wir jedoch mit der Nahrung
aufnehmen, es findet sich in Obst und Gemiise, wie z.B. in Ananas, Grapefruit, Zitrusfriichten,
Mango, Tomaten und Brokkoli (Alagl and Bhat, 2015). Es ist bereits bekannt, dass AS in einem
engen Zusammenhang mit der parodontalen Gesundheit steht. So wurde gezeigt, dass ein
langanhaltender AS-Mangel (klinisch manifest als Skorbut) zur ulzerierenden Gingivitis und
parodontale Taschenentwicklung mit Knochen- und Zahnverlust flihrt (Nishida et al., 20003,
Alagl and Bhat, 2015). In Bezug auf die parodontale Gesundheit wurden die vorteilhaften
Effekte von AS an adulten (Wei et al., 2014, Yu et al., 2014, Bae et al., 2015), embryonalen
(Gao et al., 2015) und induzierten pluripotenten (Esteban and Pei, 2012) Stamm- und
Progenitorzellen untersucht. Es wird diskutiert, ob eine Erganzung mit AS sich ebenfalls positiv
auf das Ergebnis bei einer parodontalen reparativen und regenerativen Therapie auswirkt. Ein
wichtiger Aspekt ist die antioxidative Wirkung von AS auf das umliegende Gewebe. In
parodontalen Lasion besteht ein Ungleichgewicht zugunsten freier Radikale, den sogenannten
reaktiven Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species, ROS), was die Gewebsdestruktion
vorantreibt. Unter dem Einfluss von ROS, darunter auch Wasserstoffperoxid (H203),
Hypochlorige Siure (HCIO) und Molekularer Sauerstoff (102), zeigen Studien die reduzierte
Transkription von Pluripotenzmarkern, wie Nanog, octamer binding transcription factor 4
(Oct4) und sex determining region Y (SRY)-box 2 (Sox2) (Ji et al., 2010). Weitere Forschungen
zeigen die vorteilhafte Eigenschaft von AS als Antioxidans (AO) zu wirken. Somit kdnnen freie
Radikale eliminiert und die Transkription verschiedener Marker unterstiitzt werden. Klinische
Studien bei Parodontitispatienten mit einer Supplementation der Therapie mit AS fihrten zu
einer Verbesserung der gemessenen Parameter, darunter das Niveau des Attachments und
die parodontalen Taschentiefen (Abou Sulaiman and Shehadeh, 2010, Chitsazi et al., 2017).
Ferner wurde bei PDSLCs unter dem Einfluss von AS die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase
(ALP) untersucht (Ishikawa et al.,, 2004), welches in den frihen Stadien des

Knochenstoffwechsels beteiligt ist und ein Indiz fir die Differenzierung mesenchymaler
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Stammazellen ist. Ishikawa et al. zeigte, dass AS die ALP-Aktivitat durch die Produktion von
Kollagen Typ-l in PDSLCs erhoht. AS induziert in vielen Zelltypen eine Prokollagen-
Hydroxylierung gefolgt von einer Kollagensynthese. Die Typ-I-Kollagenproduktion ist einer der
friihen Marker fiir die osteoblastische Differenzierung und essenziell fiir die Knochen- und
Bindegewebsbildung (Ishikawa et al., 2004). Unter dem Einfluss von AS wurde eine erhohte
Zellproliferation, eine herabgesetzte Apoptose und eine vermehrte Expression von
Pluripotenzmarkern, wie Nanog, Oct4 und Sox2, festgestellt. AS ist ebenfalls ein wichtiger
Bestandteil in der Biosynthese von Kollagen und der Extrazellularmatrix (Nishida et al., 2000b,
Yu et al., 2014) und nimmt eine wichtige Rolle bei der parodontalen Wundheilung und der

Gewebsregeneration ein (Rubin, 1984).

Die Vorziige von AS in Bezug auf den parodontalen Krankheitsverlauf werden deutlich. So dass
mit Hilfe einer Supplementation von AS der Verlauf der Parodontitis modifiziert werden und

die regenerative Behandlung in der Parodontologie unterstiitzt werden konnte.

1.7 Zielsetzung

Bereits in friiheren Studien hat sich ein positiver Effekt von AS auf die Eigenschaften von
Stammazellen herauskristallisiert (Gao et al., 2015, Van Pham et al., 2016). Die Expression von
Pluripotenzmarkern, die Verbesserung der Differenzierung und die Unterstiitzung der
Zellproliferation sind nur einige Vorziige von AS. Diese Arbeit befasst sich mit dem Verhalten
von G-MSCs in Bezug auf die Bestandigkeit des Stammzellcharakters unter einem
Parodontitis-dhnlichen Zytokinmilieu und zusatzlicher AS-Supplementierung. Die zu
untersuchende Annahme ist, dass unter dem Einfluss von AS ein pluripotentes Stadium in
G-MSCs aufrechterhalten und dariiber hinaus die Differenzierungskapazitat und die
Proliferation stimuliert werden kann. Diese Aspekte kdnnen dann als Ausgangspunkt fiir eine
verbesserte parodontale reparative und regenerative Wundheilung festgehalten werden.
Daflir werden gingivale Stammzellen isoliert und ihr Verhalten unter dem Einfluss von einem
Parodontitis-dhnlichen Entziindungsmilieu mit und ohne Erganzung von AS untersucht. Diese
Studie soll friihere Ergebnisse unterstiitzen und zum ersten Mal auch den Effekt isoliert und

in Kombination mit einem Entziindungsmillieu erfassen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Produkt

6-Well Platte

96-Well Hard Shell Platte

Bio Cassette

Bio Pads

Biosphere Quality Tips (100-1000ul)
Biosphere Quality Tips (100ul)
Biosphere Quality Tips (10pl)
Eppendorf Reaktionsgefall (1,5ml)
Reaktionsgefald (50ml)
Kryoréhrchen
Membranfilterpapier
Mikrotom-Einmalklinge
Neubauerzdhlkammer
Objekttrager

Pasteurpipetten

Petrischalen

Rundbodenréhren (5ml) fiir FACS
Serologische Pipetten (10ml)

Serologische Pipetten (25ml)

Material und Methoden

Bezugsquelle

Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland

Bio Optica, Mailand, Italien

Bio Optica, Mailand, Italien

Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland

PFM Medical, Koln, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Thermo Scientific, Darmstadt, Deutschland
Assistent, Sondheim v. d. Rhoén, Deutschland
Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland

Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
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Skalpell Hu-Friedy, Frankfurt am Main, Deutschland

Zahnarztliche Pinzetten Hu-Friedy, Frankfurt am Main, Deutschland
Zellkulturflaschen Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland
Zellschaber Sarstedt AG, Numbrecht, Deutschland

2.1.2 Gerdte

Tabelle 3: Verwendete Laborgerdte

Gerdte Hersteller

Axiovision HRc Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Brutschrank Binder GmbH, Tuttlingen, Deutschland
Easypet Pipette Dispenser Eppendorf, Hamburg, Deutschland
FACSCALIBUR BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Begasungsbrutschrank, Hera Celle Thermo Scientific, Waltham, USA

Light Cycler Roche Life Science, Prenzberg, Deutschland
MACS® MultiStand Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank, Hera Thermo Scientific, Waltham, USA
Safe

Mikrotom Thermo Scientific, Waltham, USA
Mini Star Zentrifuge neolab, Heidelberg, Deutschland
Multiskan™ FC Mikrotiterplatten- Thermo Scientific, Waltham, USA
Photometer

Paraffinstreckbad Medax, Neumunster, Deutschland
pH Meter WTW, Weilheim, Deutschland
Pipette 0,1 -2, 5ul Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipette 100-1000ul Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipette 10ul Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Pipette 20-100ul
Rotamax
Sartorius AC210S Waage

Spiegelreflexkamera

Tissue Processor TPC 15 Duo

Vacusafe Comfort
Vakuklav 24
Vortex Genie 2

Wachseinbettmaschine

Wasserbad
Zeiss Axiovert 40C
Zentrifuge 5417 R

Zentrifuge 5810 R

2.1.3

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Substanz

Accutase

Adipogenes Differenzierungsmedium

Alcainblau

Alizarin Rot S
Ammoniumhydroxid
Amphotericin

Aqua Dest

Material und Methoden

Chemikalien und Reagenzien

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland
Canon, Tokio, Japan

Medite Medizintechnik, Burgdorf,
Deutschland

IBS Integra Biosciences, Chur, Schweiz
Melag, Berlin, Deutschland
Bender&Holbein AG, Bruchsal, Deutschland

Medite Medizintechnik, Burgdorf,
Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Bezugsquelle

Biochrom, Berlin, Deutschland
PromoCell, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
BioWest, Nuaillé, Frankreich

Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Langenhagen, Deutschland
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Biofreeze

Bovin Serum Albumin

Chondrogenes Differenzierungsmedium
Essigsaure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure

FACS Puffer

FcR Blocking Reagent

Fetales Kalberserum (FBS)
Formaldehyd

Glutamin

Isopropanol

Glutaraldehyd

Kernechtrot
Kristallviolettfarbung
L-Ascorbic acid 2-phosphate
MACS-Puffer
Mercaptoethanol

MicroBeads

Minimum Essential Medium Eagle
Natriumhypochlorid

Oil Red O

Osteogenes Differenzierungsmedium

Paraffin

Material und Methoden

Biochrom, Berlin, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
PromocCell, Heidelberg, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
PBS, 0,5-1,0% BSA, 0,1% Sodium Acid

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
PBS, 0,5mM EDTA, 0,5% BSA
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland
PromoCell, Heidelberg, Deutschland

McCormick, Sparks, USA
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PBS Dulbecco Biochrom, Berlin, Deutschland
Penicillin/Streptomycin Biochrom, Berlin, Deutschland

Sodium Acid Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Xylol Biifa Chemie, Oldenburg, Deutschland

2.1.4 CD-Antigene und Antikérper

Tabelle 5: Verwendete CD-Antigene und Antikérper

Antigen/Antikérper
anti-human APC CD45
anti-human FITC CD14
anti-human PE CD105
anti-human PE CD34
anti-human PE CD73
anti-human PE CD90
IgG2aAPC, k Isotyp Ctrl
IgG2aFITC, k Isotyp Ctrl

IgM Alexa 647

Mouse IgG1aPE, « Isotyp Ctrl
Mouse 1gG2aPE, « Isotyp Ctrl
Rat IgG1 k PE, Isotype Control

STRO-1 ALEXA 647

Material und Methoden

Bezugsquelle

Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA
Biolegend, San Diego, USA

Biolegend, San Diego, USA
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2.2 Methodik

Um eine Kontamination der Zellen und den verwendeten Materialien zu vermeiden, erfolgt
die Arbeit unter einer sterilen Sicherheitswerkbank (Thermo Scientific, Waltham, USA). Ferner
wurden grundsatzlich sterile Medien, Losungen und GefiRe verwendet. Wenn moglich,
wurden Materialien flir 45 min bei 134,0 °C und 2 bar sterilisiert, um eine geniligende
Keimfreiheit zu schaffen. Gegenstande, die keine Hitzebestdandigkeit aufweisen, wurden mit

70 %igem Ethanol (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) fiir 20 s desinfiziert.

Die Kultivierung der Zellen erfolgt im Begasungsbrutschank (Thermo Scientific, Waltham, USA)
in einer wasserdampfgesattigten Atmosphdre mit einem CO; Gehalt von 5,0 % bei

37,0 °C.

2.2.1 Zellbiologische Verfahren

2.2.1.1 Ethikantrag
Die aktuelle Studie wurde von der Ethikkommission der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel
genehmigt (IRB D513/17). Vor der Gewebeentnahme wurde von jedem der finf Patienten

(n = 5) eine Einverstandniserkldrung eingeholt.

2.2.1.2 Zellgewinnung, Kultivierung

In dieser Studie wurden G-MSCs bei der chirurgischen Extraktion von Weisheitszdhnen aus
dem Weichgebe isoliert. Zur Gewinnung von G-MSCs wurden bereits etablierte Studien
herangezogen, welche die Isolierung von Stammzellen aus Biopsien der Gingiva und dem
Alveolarknochen ermoglichen (Fawzy El-Sayed et al.,, 2012, El-Sayed et al., 2015). In
darauffolgenden in vivo Untersuchungen an Schweinen wurde das regenerative Potential fiir

die gewonnen G-MSCs deutlich dargestellt (Fawzy El-Sayed et al., 2012).

Im Labor wurden die Proben mit PBS im Wechsel mit 75 %igem Ethanol gespilt, um
Oberflaichenkeime zu entfernen. AnschlieRend folgt ein letzter Splilgang mit dem
Basisndhrmedium. Die Gingiva wurde dann auf Petrischalen (Sarstedt AG, Nimbrecht,
Deutschland) verteilt. Dabei war zu beachten, dass die Proben des gleichen Patienten jeweils
in dieselbe Petrischale Gberfihrt werden. Mit Hilfe eines Skalpells (Hu-Friedy, Frankfurt am

Main, Deutschland) wurde die Gingiva deepithelialisiert und in 1 mm x 1 mm grofRe Segmente
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portioniert. Diese wurden dann so auf dem Boden der Petrischale verteilt, dass ein Abstand
von ca. 1 cm zur nachsten Probe verblieb. Die Petrischalen wurden anschlieBend fiir 30 min
offen in der Sicherheitsbank belassen, sodass eine Adhédsion des Gewebes auf dem
Petrischalenboden stattfinden konnte. AbschlieBend wurde die Petrischale vorsichtig mit
10 ml Basisndhrmedium befillt und in den Begasungsbrutschank (5,0 % CO,, 37,0 °C) gegeben.
Die Dauer der Inkubation wurde vom Durchmesser der aus dem Gewebe herauswachsenden
Zellen gewahlt. Dabei wurde die Isolation der vermuteten G-MSCs bei einer GroRe von 5 cm

durchgefihrt.

2.2.1.3 Isolation G-MSCs

Die aus den gingivalen Biopsien herauswachsenden Zellen hafteten adhdrent am
Petrischalenboden. Bei den proliferierenden Zellen handelt es sich um ein Zellgemisch. In
dieser Studie wurde das magnetic activated cell sorting (MACS) Separation Kit (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) verwendet. Das Prinzip besteht darin, dass G-MSCs
einen spezifischen Marker (STRO-1) auf ihrer Zelloberflache exponieren. Durch die Zugabe von
spezifischen anti-STRO-1 Antikorpern (AK) und zusatzlich magnetisch gekennzeichneten AKs
(anti-lgM MircoBeads AK) ist es moglich, die G-MSCs zu markieren und von der restlichen
Zellsuspension zu trennen (MACS (+)). Im weiteren Verfahren werden diese, unter
Verwendung eines Magnetfeldes von den AK-ungebundenen Zellen (MACS (-)) separiert

(Abbildung 3).

Zu Beginn wurden zunachst die gingivalen Biopsien mit einer Pinzette entfernt. Mithilfe eines
Zellschabers (Sarstedt AG, Niimbrecht, Deutschland) wurden die Zellen geldst, in eine
Suspension Uberfihrt und in die Zentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) (1700 UPM,
10 min) gegeben. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet am Boden des
Reaktionsgefall belassen. Nach Ermittlung der Zellzahl (siehe 2.2.1.5), und somit der Menge
der zu verwendeten AK, wurde das Zellpellet erneut isoliert und mit 80 pl MACS-Puffer
resuspendiert. Pro 1x107 Zellen wurden 20 pl anti-STRO-1 AK (BioLegend, San Diego, USA) und
20 pl anti-lgM MircoBeads AK (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) zum
Reaktionsgefall hinzugefiihrt. Die Suspension wurde mit dem Vortex Genie 2 griindlich
durchmischt und fiir einen Zeitraum von 15 min bei 4,0 °C im Kihlschrank gelagert.

AnschlieBend wurde zur Suspension im Reaktionsgefdls die 10-fache Menge PBS (1200 pul)
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hinzugefiigt und diese erneut griindlich durchmischt, bei 1700 UPM fir 10 min zentrifugiert
und der Uberstand dekantiert. Dies wurde zweimal wiederholt. Das Zellpellet wurde zuletzt

mit 5 ml MACS Puffer resuspendiert.

Um nun die G-MSCs zu isolieren, wurde der MACS-Multistand (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland), welches ein starkes Magnetfeld darstellt, mit 70 %igem Alkohol
desinfiziert und zur weiteren Verwendung unter die Sicherheitswerkbank platziert.
AnschlieBend wurde die MACS Saule, die zum Auffangen der MACS (+) Zellen dient, an dem
Multistand eingehangt und darunter ein Rundbodenréhrchen (Sarstedt AG, Nimbrecht,
Deutschland) zur Aufnahme MACS (-) Zellen platziert. In der Sdule wird das Magnetfeld des
Multistands verstarkt und ist in der Lage die MicroBeads gekoppelten Zellen darin zu halten.
MACS (-) Zellen laufen ungehindert durch die Sdule in das darunterliegende Rundboden-
rohrchen. Die Sdule wurde so lange in 500 ul Schiiben befiillt, bis die Zellsuspension des

Patienten aufgebraucht wurde.

Die MACS (+) Zellen wurden, so lange das magnetische Feld bestand, in der Saule gehalten.
Um diese nun zu l6sen, wurde die Sdule aus dem Multistand entnommen. Der Multistand
wurde aus der Sicherheitsbank entfernt und zligig in den benachbarten Raum platziert, damit
jeglicher magnetische Einfluss auf die MicroBeads verhindert wurde. Ein neues
Reaktionsgefall wurde unter die Saule platziert und mit 1 ml MACS Puffer und dem zur Saule
dazugehorigen Stempel durchgedriickt. Die MACS (+) Zellen wurden somit mit dem

durchlaufenden Puffer im Réhrchen aufgefangen.

Die isolierten MACS (+) Zellen, welche G-MSCs entsprechen, wurden anschlieBend in eine
Kulturflasche mit 25 ml Basismedium Gberfiihrt und im Begasungsbrutschank (5,0 % CO», 37,0

°C) kultiviert.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der MACS Separation. Binden die anti-STRO-1 AK und die anti-lgM MicroBeads AK an
den Zellen, die STRO-1 an der Zelloberfliche exprimieren, werden diese fiir die MACS Separation markiert. Uber das
potenzierte Magnetfeld werden die magnetisch gekennzeichneten MACS (+) Zellen in der MACS Sdule gehalten, wéihrend
MACS (-) Zellen ungehindert in das Rundbodenréhrchen aufgefangen werden. Wird das Magnetfeld entfernt, kénnen die
MACS (+) Zellen mithilfe des Stempels in ein neues Rundbodenréhrchen iiberfiihrt werden und anschliefSend in einer
Zellkulturflasche kultiviert werden.

2.2.1.4 Passage
Um eine ausreichende Zellzahl fur die Versuche zu erhalten, wurden die Zellen unter einem
Basisndhrmedium in Zellkulturflaschen (Sarstedt AG, Nimbrecht, Deutschland) kultiviert. Bei

einer Konfluenz von 70-80 % wurden die Flaschen auf weitere Zellkulturflaschen aufgeteilt.

Fiir die Passage der Zellkulturen wurde zum Abldsen der Zellen 5 %ige Accutase (Biochrom,
Berlin, Deutschland) frisch angesetzt. Dabei wurde das Restmedium entfernt und die Flaschen
zweimal mit PBS gespiilt. AnschlieBend wurde 10 ml der Accutase-Losung in die Kulturflaschen
gegeben und fir 10 min in den Begasungsbrutschrank (5,0 % CO,, 37,0 °C) gegeben. Nach der
Inkubationszeit wurden die Flaschen entnommen und die Zellen mittels leichten Klopfens
gegen die Seitenwand der Kulturflaschen gel6st. AnschlieBend wurde 5 ml der Zellsuspension

auf eine neue Zellkulturflasche Gberfihrt und jede Zellkulturflasche mit weiteren 20 ml des
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Basisndhrmediums aufgefiillt. Zur weiteren Kultivierung der Zellen wurden diese im

Begasungsbrutschrank (5,0 % CO,, 37,0 °C) gelagert.

2.2.1.5 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauerzdhlkammer

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauerzdhlkammer (Roth, Karlsruhe, Deutschland;
0,0025 mm?/Kastchen bei einer Tiefe von 0,1 mm) und das mit 70 %igem Alkohol desinfizierte
Deckglas verwendet. Die Zellen wurden mit Hilfe von 5 %iger Accutase vom Flaschenboden
abgeldst und in ein 50 ml ReaktionsgefaR (Sarstedt AG, Niimbrecht, Deutschland) liberfiihrt.
AnschlieBend wurden die Reaktionsgefdle bei 1700 UPM fiir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert und das ReaktionsgefiR mit dem verbliebenen Zellpellet mit
10 ml PBS resuspendiert. Die Suspension wurde griindlich mit dem Vortex Genie 2
(Bender&Holbein AG, Bruchsal, Deutschland) durchmischt, um eine homogene Verteilung der

Zellen in der FlUssigkeit zu gewéhrleisten.

Um die Zellen auszuzdhlen wurden 10 pl aus der Suspension mittels einer Eppendorf Pipette
(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) entnommen und zwischen Deckglas und
Neubauerzdahlkammer blasenfrei hinein pipettiert. Unter dem Mikroskop wurden dann die
Zellen in vier 1 mm? groBe Quadrate bestimmt. Pro Patient wurde das Auszihlen dreimal
wiederholt und der Mittelwert bestimmt. Dieser wurde mit dem Faktor 10* multipliziert,

welches dann einer Zellzahl pro Milliliter entspricht.

2.2.1.6 Experimentelle Gruppen

Insgesamt wurden G-MSCs aus der zweiten Passage verwendet, welche fiir die Hauptstudie
von funf Patienten (n = 5) entnommen wurden. Sie wurden, wie folgend beschrieben, mit vier
verschiedenen Medien in den experimentellen Gruppen kultiviert und taglich

lichtmikroskopisch begutachtet.

2.2.1.6.1 Kontrollgruppe
Fir die Kontrollgruppe (M1-Gruppe) wurde ein Kontrollmedium zusammengestellt. Dieses
besteht aus 500 ml Minimum Essential Medium Eagle + 75 ml FBS (Biochrom, Berlin,

Deutschland) + 10 ml Amphotericin (BioWest, Nuaillé, Frankreich), 10 ml Streptomycin
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(Biochrom, Berlin, Deutschland), 10 ml L-Glutamin (Lonza, Basel, Schweiz). Die Lagerung

erfolgte nach dem Ansetzen stets im Kiihlschrank bei 8,0 °C.

2.2.1.6.2 AS-Gruppe

Das fiir die AS-Gruppe verwendete Medium wurde durch Erweiterung des Kontrollmediums
(siehe 2.2.1.6.1) zusammengestellt. Dabei wurde AS (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
in einer Konzentration von 250 umol/I (Van Pham et al., 2016) hinzugegeben. Dieses wurde

vor Anwendung stets frisch angesetzt.

2.2.1.6.3 Entziindungsgruppe

Die Entziindungsgruppe (EM-Gruppe) wurde mit einem Entziindungsmedium (EM) stimuliert,
Dieses wurde durch Erweiterung des Kontrollmediums (siehe 2.2.1.6.1) zusammengestellt,
indem diesem IL-1B (1 ng/ml), TNF-a (10 ng/ml) und IFN-y (100 ng/ml) (Zhang et al., 2017)

hinzugefiigt wurden. Die Lagerung erfolgte nach dem Ansetzen im Kihlschrank bei 8,0 °C.

2.2.1.6.4 EM/AS-Gruppe
Fur die EM/AS-Gruppe wurde das EM (siehe 2.2.1.6.3) mit AS in einer Konzentration von

250 pumol/I erganzt. Dieses wurde vor Anwendung stets frisch angesetzt.

Tabelle 6: Ubersicht zur Zusammensetzung der experimentellen Gruppen

Experimentelle Gruppe Medium
M1-Gruppe Kontrollmedium
AS-Gruppe Kontrollmedium ergédnzt mit 250 umol/I
EM-Gruppe Kontrollmedium ergédnzt mit IL-1B (1 ng/ml), TNF-a (10 ng/ml)
und IFN-y (100 ng/ml)
EM/AS-Gruppe Entzindungsmedium erganzt mit 250 umol/I
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2.2.1.7 KBE — Koloniebildende Einheiten

Mit dem Prinzip der Koloniebildenden Einheiten (KBE) wird bestimmt, ob die isolierten
G-MSCs in der Lage sind neue Kolonien zu bilden. Fiir die Charakterisierung nach Dominici et
al. wurden die isolierten Zellen ausschlieflich in einem Kontrollmedium kultiviert. Im
Hauptversuch wurde die Veranderung ihrer KBE Fahigkeit nach Einfluss von EM und AS und
ihrer Kombination untersucht. Dabei wurde das verwendete Medium entsprechend ihrer
experimentellen Gruppen (siehe 2.2.1.6) fir 14 Tage verwendet. Der Versuchsablauf ist fiir
die Charakterisierung nach Dominici et al. und den Hauptversuch analog geschehen.
Unterschieden wird dabei zwischen den verschiedenen Medien, in denen die Zellen kultiviert

werden.

Hierzu wurden pro Patient und je Probe 3x10® G-MSCs in Petrischalen mit
10 cm Durchmesser fiir 14 Tage kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde alle zwei bis drei Tage
durchgefihrt. Am Tag 14 wurde das Restmedium abgesaugt und die heranwachsenden
Kolonien mit je 2 ml eiskaltem Ethanol fiir 5 min fixiert. Fir die darauffolgenden Farbung
wurde das Ethanol verworfen und je 800 pl Kristallviolett Losung (0,03 g/10 ml; Merck,
Darmstadt, Deutschland) in jede Petrischale dazu gegeben. Das Farbemittel wurde lber
10 min in den Petrischalen belassen, so dass der Boden vollkommen bedeckt wurde.
AnschlieBend wurden die Petrischalen so lange mit destilliertem Wasser (Fresenius Kabi
Deutschland GmbH, Langenhagen, Deutschland) gespiilt bis sich die Spulldsung nicht mehr
anfarben lieB. AbschlieBend wurden die Petrischalen offen bei Raumtemperatur zum

Trocknen belassen und fotografiert.

2.2.1.8 Proliferationskurven liber 14 Tage

Fir die Erstellung von Proliferationskurven der G-MSCs, die mittels der vier experimentellen
Gruppen (siehe 2.2.1.6) Gber den Zeitraum von 14 Tagen stimuliert wurden, wurde die Zellzahl
taglich bestimmt. Fir jeden Auszahlungszyklus wurde eine 24-Well Platte (Sarstedt AG,
Nimbrecht, Deutschland) verwendet. Dafiir wurde pro Well 2x10* Zellen ausgesit. Alle
Platten wurden mit Datum der Auszahlung beschriftet und vor der Stimulation fiir 24 h in den
Begasungsbrutschrank (5,0 % CO;, 37,0 °C) gegeben. Nach Adharenz der Zellen wurde das
Medium abgesaugt und durch die vier Medien der experimentellen Gruppen ersetzt. Bis zur

Auszdhlung wurden die Zellen in den Begasungsbrutschank (5,0 % CO,, 37,0 °C) gegeben. Das
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Medium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Die Zellzahl wurde taglich zu gleicher

Uhrzeit bestimmt (siehe 2.2.1.5) und die Ergebnisse der doppelt aufgefiihrten Proben

gemittelt.

2.2.19 Differenzierungsreihe

Charakteristisch flir MSCs ist ihre Fahigkeit sich in verschiedenen Gewebezellen
auszudifferenzieren. Adipozyten, Osteozyten und Chondrozyten sind nur ein Teil der
Moglichkeiten. Fir die Charakterisierung der isolierten Zellen nach Dominici et al. wurden
diese ausschlieBlich mit dem Differenzierungsmedium kultiviert. In der Hauptstudie wurde
zum Vergleich ihres veranderten Differenzierungsverhaltens eine vorherige Stimulation
entsprechend ihren experimentellen Gruppen fir fliinf Tage durchgefiihrt. AnschlieRend
wurde das Medium dekantiert und durch das jeweilige Differenzierungsmedium ersetzt. Die

Farbung wurde sowohl fir die Charakterisierung der Stammazellen als auch fir die Hauptstudie

analog durchgefiihrt.

addnio-sy
addnio-|n3
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Differenzierungsreihe nach dem Einfluss von EM und AS fiir je einen Patienten.
(A) 6-Well Platte fiir die 21-tdgige osteogene Differenzierung der G-MSCs. (B) 6-Well Platte fiir die 28-tdgige adipogene
Differenzierung der G-MSCs. (C) Chondrogene Differenzierungsreihe in 1,5ml Eppendorf ReaktionsgefdfSen der isolierten G-
MSCs fiir fiinf Wochen.
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2.2.19.1 Osteogene Differenzierung und Farbung

Fir die osteogene Differenzierungsreihe wurden 6-Well Platten verwendet und pro Well 2x10*
Zellen ausgesat. Nach der Zelladhdsion am Wellboden wurden die Zellen mit einem osteo-
induktiven Medium (PromoCell, Heidelberg, Deutschland) stimuliert. Uber einen Zeitraum von
14 Tagen wurden die Zellen mit diesem Medium ernahrt, welches alle zwei bis drei Tage durch

ein frisches ersetzt wurde.

Nach der osteogenen Stimulation wurden die Zellen mittels einer zuvor angesetzten Alizarin
Rot Losung (Roth, Karlsruhe, Deutschland) gefarbt. Das Ansetzen der Farbel6sung wurde unter
einem Abzug unter Verwendung von Handschuhen und Mundschutz durchgefiihrt. Dafiir
wurde 1,0 g Alizarin Rot abgewogen und daraufhin in ein 50 ml ReaktionsgefaR gegeben. Es
wurden 50 ml destilliertes Wasser hinzugefiigt, die dann mit Hilfe des Vortex Genie 2 gemischt
wurden. Mittels eines pH-Meters (WTW, Weilheim, Deutschland) wurde durch Zugabe von
Natriumhypochlorid (Merck, Darmstadt, Deutschland) bzw. Essigsdure (Merck, Darmstadt,
Deutschland) ein pH-Wert zwischen 4,1 und 4,2 eingestellt. AbschlieRend wurde die
Farbelosung filtriert, in ein neues ReaktionsgefdaR (berfiihrt und mit einem Deckel

verschlossen bis die Farbung beginnen konnte.

Die Vorbereitung der Zellen beinhaltete ein dreimaliges Splilen mit PBS und eine
darauffolgende Fixierung mit 1 ml eiskaltem 70 %igen Ethanol pro Well. Nach 5 min wurde
das Ethanol abgesaugt. In jedem Well wurde 2 ml der Alizarin Rot Losung hinzugegeben und
fiir weitere 5 min inkubiert. Anschlieen wurde das Farbemittel abpipettiert und die Platten
mehrmals mit destilliertem Wasser gespiilt, so lange bis die Spiilflissigkeit klar wurde. Ob
Ansammlungen von Osteozyten zu erkennen sind, wurde lichtmikroskopisch untersucht und

fotografisch festgehalten.

2.2.1.9.2 Quantitative Analyse der osteogenen Differenzierungsreihe

Flr die quantitative Analyse wurde eine vorherige Farbung mittels Alizarin Rot durchgefihrt
(siehe 2.2.1.9.1). Fir die Analyse wurde jedem Well 200 pl 10 %ige Essigsaure hinzugegeben
und diese fiir 30 min auf dem Rotamax (Heidolph, Schwabach, Deutschland) belassen. Unter
Verwendung eines Zellschabers wurden die Zellen vorsichtig vom Boden der Wells abgelost
und in ReaktionsgefdfRe mit 1,5 ml Fassungsvermogen hinein pipettiert. Dabei ist zu beachten,

dass der Uberstand aus Essigsdure ebenfalls ins GefaR iiberfiihrt wurde. Daraufhin wurden die
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Proben fur 30 s mit dem Vortex Genie 2 vermischt und diese bei 85,0 °C fir 10 min erwarmt.
Um ein Verdunsten zu verhindern, wurden die ReaktionsgefdaRRe mit Parafilm verdichtet. Nach
dem Erwarmen folgte ein finf-mindtiges Abkihlen auf Eis. Nach vollstandigem Abkiihlen
wurden die Proben bei 20.000 UPM fir 15 min zentrifugiert. Anschlieffend wurde 200 pl von
dem Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR umpepittiert. Mittels 75 pl 10 %iger
Ammoniumhydroxid Losung (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) wurde der pH-Wert in
dem Reaktionsgefall neutralisiert. Bei Erreichen eines Ziel-pH-Werts zwischen 4,1 und 4,5
wurden 50 pl aus jeder Probe in die Wells einer 96-Well Platte (Roche, Mannheim,
Deutschland) hinein pipettiert. Als Standard wurde eine Verdiinnungsreihe mit der Alizarin
Rot Losung auf die Platte hinzu pipettiert. Nach einer kurzen Inkubation auf dem Rotamix
wurde die optische Dichte mittels eines Photometers (Thermo Scientific, Waltham, USA) bei

einer Wellenldange von 405 nm bestimmt.

2.2.19.3 Adipogene Differenzierung und Féarbung

Fur die adipogene Differenzierung der G-MSCs wurden 3x10° Zellen pro Well in 6-Well Platten
ausgesat. Sie wurde mit einem adipogenen Differenzierungsmedium (PromoCell, Heidelberg,
Deutschland) durchgefiihrt, das alle zwei bis drei Tage regelmaRig gewechselt wurde. Der

Differenzierungszeitraum betrug 21 Tage.

Nach Beendigung der Differenzierung wurden die Zellen unter Zuhilfenahme von Oil Red O
(Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) angefarbt. Dafir wurde 0,125 g Oil Red O abgewogen
und in 25 ml 99 %igen Isopropanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) vermengt. Die Losung
wurde fiir 5 min auf dem Rotamax belassen, danach 10 ml destilliertes Wasser hinzugegeben
und mit dem Vortex gemischt. AnschlieBend wurde das ReaktionsgefaR fir 10 min
zentrifugiert (1700 UPM). Die Losung wurde mit einem Membranpapier (Sartorius, Gottingen,

Deutschland) filtriert und fir den spateren Einsatz zur Seite gelegt.

Zur eigentlichen Farbung wurden die Zellen drei Mal mit PBS gespilt. Daraufhin mit
1 ml eiskaltem 60 %igen Isopropanol fiir 5 min fixiert, welches anschliefend abgesaugt wurde.
Jedem Well wurde 1 ml der Oil Red O Losung hinzugegeben und die Well Platte fir 10 min auf
dem Rotamix inkubiert. Das Farbemittel wurde abgeschiittet und die Zellen so lange mit

destilliertem Wasser gewaschen bis die Spillésung klar wurde. Eine darauffolgende
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Beurteilung der intrazellularen Lipidvakuolen wurde dann lichtmikroskopisch durchgefihrt

und anschlieRend fotografisch dokumentiert.

2.2.194 Quantitative Analyse der adipogenen Differenzierungsreihe

Nach der Farbung (siehe 2.2.1.9.3) und der darauffolgenden Fotodokumentation wurde in
jedem Well 1 ml Isopropanol hinzugegeben und die Well Platte fiir 15 min auf den Rotamix
gestellt. AnschlieRend wurden 100 pl des Uberstands aus jeder Probe entnommen und in eine
neue 96-Well Platte umpepittiert. Als Standard wurde ein Well mit der Oil Red O Lésung
befullt. Die Platte wurden mit einem Photometer bei einer Wellenldange von 600 nm

gemessen.

2.2.1.9.5 Chondrogene Differenzierungsreihe und Farbung

Fiir die chondrogene Differenzierungsreihe wurden Eppendorf ReaktionsgefdRe verwendet.
Pro 1,5 ml ReaktionsgefiR wurden 3x10* Zellen in 1 ml Kontrollmedium hinzugegeben. Vor
der Stimulation wurden die Zellen fiir 24 h in den Begasungsbrutschrank (5,0 % CO, 37,0 °C)
gegeben. Die Zellen wurden dann mit einem chondrogenen Differenzierungsmedium
(PromocCell, Heidelberg, Deutschland) stimuliert. Beim Mediumwechsel wurden die
Reaktionsgefalle zentrifugiert, um eine Akkumulation der Zellen an der Spitze zu
gewadhrleisten. Ferner wurde darauf geachtet, dass beim Absaugen des Mediums das
gebildete Zellpellet im ReaktionsgefdR verbleibt. Der Stimulationszeitraum betrug dabei finf
Wochen, wobei ein regelmaRiger Mediumwechsel stattgefunden hat. Nach Beendigung der
chrondrogenen Stimulation wurde das Medium abgesaugt. Die Zellpellets wurden dreimal
griindlich mit PBS gewaschen. Fir die Fixierung wurde Uber 24 h eine Fixierlésung aus 10 ml
25 % Glutaraldehyd (Merck, Darmstadt, Deutschland), 4 ml 37 % Formaldehyd (Merck,
Darmstadt, Deutschland) und 100 ml Phosphatpuffer verwendet. Anschliefend wurden die
Pellets erneut mit PBS griindlich gewaschen und die Gberschiissige Fliissigkeit abgesaugt. Die
Pellets wurden mit einer Pinzette von den Reaktionsgefallen auf Biopsy Pads in die Bio-
Cassetten (Bio Optica, Mailand, Italien) gelegt. Ein weiteres Biopsy Pad (Bio Optica, Mailand,
Italien) wurde den Zellpellets aufgelegt, sodass diese vollkommen vom Schaumstoff der Pads
umschlossen waren. Daraufhin wurde die Bio-Cassette geschlossen und in den Tissue

Processor TPC 15 Duo (Medite Medizintechnik, Burgdorf, Deutschland) gegeben. Das
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Einbettprogramm  beinhaltete dabei verschiedene Badder mit unterschiedlichen
Temperaturen, aufsteigender Ethanolkonzentration, das Wiedereinlegen in Xylol (Bifa
Chemie, Oldenburg, Deutschland) und das abschlieRende Einbetten in Paraffin (McCormick,
Sparks, USA) (Abbildung 5).

/ Lagerung in Ethanol unterschiedlicher Konzentration fiir je 2 h, 30 °C \
1. 2. 3. 4. 5. 6.
70% 80% 90% 100% 100% 100%

N

Lagerung in Xylol fiir je 2 h, 30 °C Lagerung in Paraffin fiir je 2 h, 62 °C

AN /

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Tissue Processor TPC 15 Duo. Das Einbettprogramm beinhaltet verschiedene
Bdder mit unterschiedlichen Temperaturen, aufsteigender Ethanol Konzentration, das Wiedereinlegen in Xylol und das
abschliefsende Einbetten in Paraffin.

Nach 24 h wurde das Einbettprogram abgeschlossen, die Zellpellets aus der Bio-Cassette
ausgebettet und in Metalltrager tberfiihrt. In diese Metalltrager wurde fliissiges Einbettwachs
gefillt und der Deckel der Bio Cassette verwendet, um die Pellets auf die noch flissige
Wachsoberflache zu legen. Zur Trocknung wurden die Metalltrager Gber Nacht im Kihlschrank
bei 8,0 °C gelagert. Anschliefend konnte man nun die Proben mittels eines Schnittmikrotoms
(Thermo Scientific, Waltham, USA) in 5 um dicke Schichten schneiden. Jeder Schnitt wurde
dann in das Paraffinstreckbad hineingegeben und mit heiBem Wasser gestreckt. Eine weitere
Trocknung folgte dann Uber einen Zeitraum von 8 h in einem 30,0 °C warmen

Begasungsbrutschrank.

Die Farbung wurde dann mit Alcainblau (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) und einer
Gegenfarbung mit Kernechtrot (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland) durchgefihrt. Dafiir

wurden die einzelnen Schnitte auf Objekttrdger in einen Tragerkorb aus Glas gelegt. Der
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gesamte Farbevorgang beinhaltete 15 Schritte. In Bad 1-3 wurden die Objekttrager fir je
5 min in ein Xylol Bad gehdngt. Daraufhin wurden die Proben fiir jeweils 2 min in Ethanolbader
gelegt, die eine absteigende Konzentration von 96 %, 70 % und 60 % aufwiesen. Anschliefend
folgte ein Bad im destillierten Wasser. Die eigentliche Farbung wurde mit 1 % Alcainblau und
3 % Essigsaure durchgefiihrt, die 60 min beanspruchte. Nach dem Anfdrben wurden die
Objekttrager fir 5 min mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Gegenfarbung erfolgte mit
0,1 % Kernechtrot fir 5 min, woraufhin die Proben fiir 1 min mit destilliertem Wasser
gewaschen wurden. AnschlieBend wurden die Objekttrager zweimal fir jeweils 2 min in
100 % Ethanol gehangt. Zum Abschluss des Farbevorgangs wurden sie erneut flir 5 min in ein
Xylolbad gegeben. Die einzelnen Schnitte wurden zum Schutz mit einem Xylol haltigen

Eindeckmittel gedeckelt.

2.2.2 Biochemische Verfahren

2.2.2.1 Bestimmung der intrazelluldren B-Catenin Konzentration mittels ELISA

Mit Hilfe des phosphoELISA KITs (Invitrogen, CA, USA) wurde die intrazelluldre B-Catenin
Konzentration, in den zuvor stimulierten G-MSCs (siehe 2.2.1.6), ermittelt. Das Enzyme-
Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) ist ein antikorperbasierendes Nachweisverfahren,
welches enzymatisch einen Farbumschlag verursacht. Das Prinzip beruht auf Bindung
mehrerer spezifischer AK an der zu untersuchenden Komponente (hier: intrazellulares B-
Catenin). Eines dieser AK ist enzymgebunden (hier: anti-Rabbit I1gG horseradish peroxidase
(HRP)), welches durch darauffolgende Zugabe eines Substrates diesen katalysiert und eine

Farbveranderung von transparent zu gelb initiiert.
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anti-Rabbit IgG HRP Chromogen

Intrazellulares ‘

Detection AK ©

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Grundprinzips von ELISA zur Ermittlung der 8-Catenin Konzentration.
Bei Zugabe des spezifischen Detektions-AK bindet dieser an 8-Catenin. Durch Ergdnzung der Lésung mit anti-Rabbit I1gG
HRP AK findet eine weitere Bindung, nun am 8-Catenin-gebundenen Detektions-AK, statt. Die Konjugation des 2. AK
gewdhrleistet bei Zugabe des Chromogens einen enzymatischen Farbumschlag der Lésung von transparent zu gelb.

B-Catenin

Hierfiir wurden die G-MSCs mit einer Dichte von 8x10* Zellen/Well in 6-Well Platten ausgesat
und in den experimentellen Gruppen (siehe 2.2.1.6) stimuliert. Nach der einstiindigen
Inkubationszeit wurden die Zellen mit PBS gewaschen und je 350 ul des Lysepuffers in die
Wells hinzugegeben. 50 ul aus jeder untersuchten Gruppe wurden daraufhin auf eine 96-Well
Platten verteilt. Zusatzlich wurden 100 ul des B-Catenin (Total) Detektions-AK hinzugefiigt. Es
folgte eine einstlindige Inkubationszeit bei Raumtemperatur. Folgend wurden 100 pl der anti-
Rabbit IgG HRP Working Solution hinzugefiigt. Diese AK sind mit HRP konjugiert — sie binden
am Detektions-AK und sollen nach Zugabe des Chromogens den gewiinschten Farbumschlag
initiileren. Die Farbveranderung ist direkt proportional zu der B-Catenin Konzentration. Nach
darauffolgender Waschung mit PBS und daraus resultierender Entfernung aller
ungebundenen Reaktionskomponenten wurde 100 ul des Stabilized Chromogen pro Well
hinzugefiigt. Die nachste Inkubationszeit dauerte 30 min an und erfolgte im Dunkeln bei
Raumtemperatur. AnschlieBend wurde 100 pl einer Stop Solution hinzugegeben, welche die
enzymatische Reaktion unterbindet. Eine darauffolgende photometrische Messung wurde
unter einer OD von 450 nm (MultiskanGO Microplate Spectrometer, ThermoFischer,
Langenselbold, Deutschland) durchgefiihrt. Als Standardkurve wurde eine Verdiinnungsreihe
aufgestellt und der Farbumschlag der Proben mit der Verdiinnungsreihe ins Verhaltnis

gesetzt.
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Abbildung 7: Pipettierschema der 96-Well Platte fiir ELISA

2.2.2.2 Bestimmung der Viabilitdt der G-MSCs mittels MTT

Mit dem MTT-Test kann anhand der metabolischen Aktivitat der Zellen Rickschluss auf ihre
Viabilitdit gezogen werden. Die Methode beruht dabei auf die Reduktion des
namensgebenden gelben Farbstoffes (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid (MTT) zu einem blau-violetten Salz, dem Formazan. Es ist mit Hilfe eines Photometers
moglich das gebildete Salz bei einer Wellenlange zwischen 550 und 600nm nachzuweisen. Die
Bildung von Formazan geschieht hauptsachlich durch Dehydrogenasen unter Bildung der
Reduktionsdaquivalenten NADH und NADPH. Diese Reaktion kann nur von Zellen mit einer
regsamen mitochondrialen Aktivitat durchgefiihrt werden, sodass die Farbintensitdat mit der

Viabilitat der Zellen korreliert.

MTT — Formazan
gelbe Farbung blau-violette Farbung

NAD(P)H NAD(P)

Abbildung 8: Reaktiver Hintergrund zur Ermittlung der Zellviabilitdt mittels MTT. Bei der Reduktion des gelben Farbstoffes
MTT entsteht das blau-violette Salz, das Formazan. Dies geschieht hauptsdchlich durch Dehydrogenasen unter Bildung der
Reduktionséquivalenten NADH und NADPH. Ein Farbumschlag von gelb auf blau-violett ist zu beobachten und kann
photometrisch gemessen werden.
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Hierzu wurden drei 96-Well Platten verwendet, um die Viabilitdt der Zellen nach 24 h, 48 h
und 72 h zu ermitteln. Pro Platte wurden zu jedem Patienten vier doppelt aufgefihrte (d.h.
acht) Wells mit je 3x103 Zellen ausgesat, sodass eine Gesamtzellzahl von 2,4x10* Zellen pro
Platte pro Patient bendtigt wurde. Dafiir wurden Zellen in Kulturflaschen kultiviert, bei einer
Konfluenz von 70-80 % gelost, in ein Zellpellet tGberfiihrt und ausgezahlt (siehe 2.2.1.5). Die
Zellen wurden in ein zuséatzliches ReaktionsgefaR lberfiihrt, vorher mit Basismedium befillt,
so dass eine Zelldichte von 3x103 Zellen/100 pl erreicht wurde. AnschlieRend wurde die
Suspension mit dem Vortex gut durchgemischt und mithilfe einer Eppendorf Pipette auf der
Well Platte ausgesdt. AbschlieBend wurden die Platten zur Adhdsion fir 24 h in den
Begasungsbrutschrank (5,0 % CO>, 37,0 °C) gelegt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das
Basismedium abgesaugt und entsprechend der experimentellen Gruppen mit den
verschiedenen Medien aufgefiillt. Anschlieend wurden die Platten fiir einen Zeitraum von
24 h, 48 h und 72 h in den Begasungsbrutschrank (5,0 % CO,, 37,0 °C) gegeben. Ein
Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage. Nach der Inkubationszeit wurden 10 pl des
MTT labeling reagent mit einer Konzentration von 0,5 mg/ml in jedem Well hinein pipettiert
und fiir weitere 4 h inkubiert. Danach wurden 100 pl des Solubilisationsreagenz zu jedem Well
hinzugefiigt und tiber Nacht im Begasungsbrutschrank (5,0 % CO,, 37,0 °C) belassen.

Zur Auswertung wurden die Suspensionen in den Wells einzeln durchgemischt und

abschlieRend die Extinktion bei einer Wellenldange von 570 nm photometrisch bestimmt.
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Abbildung 9: Pipettierschema der 96-Well Platte fiir MTT
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2.2.2.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch (fluorescence-activated cell sorting/scanning (FACS))-Analyse,
dient der quantitativen Analyse von einzelnen Fluoreszenz-markierten Zellen. Diesbezliglich
wird die Zellsuspension in eine Messkammer mit spitz zulaufender Dise mittig in eine
TragerflUssigkeit injiziert. Zwischen dem sogenannten Hillstrom und der Zellsuspension liegt
ein Druckunterschied vor, zudem bewegen sich diese, im Gerat mit unterschiedlicher
Geschwindigkeit, sodass sie sich trotz gleicher FlieRrichtung nicht vermischen. Der Hillstrom
fokussiert die Probe so, dass die Zellen als Einzelzellsuspension aus der Diise austreten. Nach
dem Austritt wird die Suspension von Lasern angestrahlt. Es entsteht Streulicht, dessen
verschiedene Strahlrichtungen und -qualitdten Aussage Uber die Eigenschaften jeder einzeln
angestrahlten Zelle gibt. Das Vorwartsstreulicht korreliert mit der Zellgr6Re, wogegen das
Seitwartsstreulicht mit der Granularitdt der Zelle zusammenhangt. Werden beide Aspekte nun
zusammen in Betracht gezogen, kann bereits eine Unterscheidung zwischen verschiedenen
Zelltypen stattfinden. Wurden die Zellen zusatzlich mit Fluorochromen markiert, so kdnnen
diese nach Anregung durch Licht einer bestimmten Wellenldnge detektiert werden. Hier
beruht das Prinzip auf der Absorption und der darauffolgenden Emission von Licht in einer
anderen Frequenz. Dieser Frequenzunterschied kann ebenfalls analysiert und graphisch

dargestellt werden.

Die gesamten Daten wurden in Histogrammen dargestellt, wobei die X- und Y-Achsenstellen
die Messung von zwei unterschiedlichen Emissionen veranschaulicht. So reprasentiert die X-
Achse die Intensitdt des ausgestrahlten Lichtes, die Y-Achse dagegen stellt die Anzahl der

Zellen dar.

Fir die Charakterisierung der G-MSCs wurden diese kultiviert und eine Zellzahl von 1x10° pro
Probe bendtigt, die mit 100 pl PBS in ein FACS Rohrchen resuspendiert wurden. FACS wurde
unter der Verwendung von CD14, CD34, CD45, CD73, CD90 und CD105 AK (BioLegend, San
Diego, USA), CD146/MUC18 (eBioscience, NatuTec, GmBH) und STRO-1 (Biolegend, San Diego,
USA) durchgefiihrt. Analog zu Standardprotokollen wurde, nach Bindung der primaren AK und
ihren Isotypenkontrollen, der Zellsuspension 5 pl/100 ul des FcR Blocking Reagent (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) hinzugegeben und anschliefend mit dem Vortex
durchmischt. Nach einer 30-minitigen, lichtgeschiitzten Lagerung im Kihlschrank wurde zu

jeder Probe 2 ml PBS hinzugegeben, anschliefend griindlich vermischt und bei 1700 UPM fiir
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7 min bei 4,0 °C zentrifugiert. Der entstandene Uberstand wurde dekantiert, das Zellpellet
aufgenommen und in 200 ul FACS Puffer eines neuen FACS Rohrchen tberfiihrt. Die Analyse
der Proben hat mit Hilfe des BD FACSCALIBUR (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA) und

FACSComp 5.1.1 Software (BEcton Dickinson Bioscience, Franklin Lakes, NJ) stattgefunden.

/ Hullstrom

Bewegungsrichtung

Einzelzellsuspension .

Detektor
Laser

Streulicht

Abbildung 10: Vereinfachte Darstellung der Durchflusszytometrie. Die durch den Hiillstrom konzentrierte
Einzelzellsuspension tritt aus der Diise und wird vom Laser angestrahlt. Es entsteht Streulicht dessen verschiedene
Strahlrichtungen und Qualitdten Aussage lber die Eigenschaften jeder einzeln angestrahlten Zelle gibt.

2.2.3 Molekularbiologische Verfahren

2.2.3.1 Vorbereitung zur Extraktion der RNA

Fiir die Extraktion der RNA mit darauffolgender Polymerase-Kettenreaktion (engl.:
polymerase chain reaction = PCR) wurden 24-Well Platten verwendet und die G-MSCs darin
ausgesat. Es wurden dabei mehrere Platten verwendet, damit eine RNA Extraktion und PCR
nach einem Stimulationszeitraum von TO = ohne Stimulation, T1 = 24 h, T3 = 72 h und
T5 =120 h erfolgen konnte. Fiir diesen Versuch wurde eine Zellzahl von 3x103 Zellen/pro Well
bendtigt. Die Platten wurden nach der Aussaat fiir 24 h im Begasungsbrutschrank belassen,

um zu gewahrleisten, dass die Zellen eine Adharenz zum Boden der Wells entwickeln. Das
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Medium wurde anschlieRend gemalR der experimentellen Gruppen ersetzt. Nach Beendigung
der jeweiligen Stimulationszeitrdaume (TO, T1, T3, T5) wurde das Restmedium abgesaugt. Die
Gesamt-RNA wurde mit Hilfe eines RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) aus den
stimulierten Zellen extrahiert. Diese wurden durch die Real-Time PCR (RT-PCR) amplifiziert
und mittels LightCycler 96 Real-Time PCR System von Roche Molecular Biochemicals
(Indianapolis, Indiana, USA) ausgewertet. Auf die einzelnen Versuchskomponenten wird im
Folgenden weiter eingegangen. Ziel war es die Expression von verschiedenen
Pluripotenzmarkern und deren Verdanderung nach unterschiedlichen Stimulationszeiten zu
untersuchen. Darunter zdhlen Nanog, Oct4A und Sox2. Beziiglich der Expression von typischen
Proteinen bei der osteogenen, adipogenen und chondrogenen Differenzierung wurden
ebenfalls Proben parallel mitgefiihrt. Dabei wurden Alkalische Phosphatase (ALP) und runt-
related transcription factor 2 (RUNX2) nach 14 Tagen bei der osteogenen Differenzierung
untersucht. Bei der adipogenen Differenzierung wurden Lipoproteinlipase (LPL) und
Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor gamma (PPARy) nach 21 Tagen beobachtet. Ferner
wurde bei der chondrogenen Differenzierungsreihe Aggrecan (ACAN) nach finf Wochen

untersucht.

2.2.3.2 RNA Extraktion mittels RNeasy mini KIT

Die RNA Extraktion wurde unter zu Hilfenahme des RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen
durchgefihrt. An TO = ohne Stimulation, T1 =24 h, T3 =72 h und T5 = 120 h wurde die RNA
der G-MSCs entsprechend nach Anleitung des Herstellers extrahiert. Demnach wurde nach
Kultivierung und Stimulation der Uberstand in den Well Platten entfernt und zwei Mal mit PBS
gewaschen. Es wurde darauf geachtet, dass nach dem zweiten Spiilgang keine PBS Reste in
den Well verblieben. Zur Isolierung der RNA wurde 300 ul frisch angesetzter RLT Puffer als
Lysepuffer pro Well hinzugegeben und mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden gelost.
AnschlieBend wurden je 300 pl 70 %iges Ethanol hinzugegeben, die Suspension homogenisiert
und in die ,spin collums” Gberflihrt. Danach wurden die Saulen fiir 21 s bei 10.000 UPM
zentrifugiert. Mit Hilfe von den herstellerseitig beigefigten = Waschpuffern
(RW1-, RPE-Buffer) wurden die Sdulen von Resten von Zuckern, Salzen, Proteinen und
Fettsduren gereinigt. Um dies zu erreichen, wurde die Sdule zunachst mit 700 pul RW1 Puffer

aufgefillt, zentrifugiert (21 s, 10.000 UPM) und der Durchfluss verworfen. Des Weiteren
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wurden je 500 pl RPE Puffer hinzugefligt und erneut zentrifugiert (15 s, 10.000 UPM). Eine
trockene Zentrifugation folgte, welche eine Entfernung restlicher Puffer-Riickstdnde in der
Saule ermoglichte. Die Sammeleinheit wurde mit dem aufgefangenen Eluat verworfen und
durch ein neues Mikrogefal® ersetzt. Nun wurde 25 pl RNase-freies Wasser direkt auf die
Membran der ,,spin collums” pipettiert und fiir 1 min bei 10.000UPM zentrifugiert. Das Eluat
enthielt die isolierte RNA. Im Anschluss konnten die MikrogefalRe mit der enthaltenen RNA bei

-70,0 °C gelagert werden bis die darauffolgender PCR stattfinden konnte.

2.2.3.3 cDNA-Synthese

Um die gewonnene, einstrangige RNA fiir die PCR verwenden zu kdnnen, muss diese in cDNA
umgeschrieben werden. Dies wird mit einer sogenannten Reverse Transkription (RT)
durchgefiihrt, welches unter Verwendung von QuantiTect-Reverse-Transcription Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) stattgefunden hat. Zuvor wurden die bendétigten Komponenten
aufgetaut und auf Eis gelegt. AnschlieRend wurde der Mastermix zur reversen Transkription
angesetzt. Dieser enthalt pro RNA Probe 1 ul Quantiscript Reverse Transcriptase, 4 ul
Quantiscript RT Buffer und 1 pl RT Primer Mix und wurde entsprechend der Probenanzahl
multipliziert. Der RT Puffer besteht aus Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs), die die
Ergdnzung der RNA in cDNA gewahrleistet. Der RT Primer Mix beinhaltet random-oligo (dT),
die eine hohe Sensitivitdt bei der cDNA-Synthese gewahrleistet. Durch das grofRe Spektrum
der transkribierten RNA entsteht cDNA, die aus unterschiedlich langen Sequenzen besteht.
Flir die Eliminierung genomischer DNA wurde zunachst ein Mastermix entsprechend der
Probenanzahl angesetzt. Dabei wurden pro Probe 8 pul der RNA, 2 ul gDNA Wipeout Buffer und
4 ul des RNase-freien Wassers in einem 50 ml ReaktionsgefaR zusammengegeben.
AnschlieBend folgt eine Inkubation bei 42,0 °C flir 2 min und eine sofortige Abkihlung auf Eis.
Danach wurde 6 pl des RT Mastermix der RNA Suspension hinzugegeben und fir weitere
15 min bei 42,0 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Temperatur fir 3 min auf

95,0 °C erhoht, welche die Inaktivierung der Transkriptase zur Folge hat.

2.2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion
In dieser Versuchsreihe wurde eine RT-PCR unter Verwendung des LightCycler 96 Real-Time

PCR System durchgefiihrt. Es wurden hierfiir pro Probe 10 pl Fast Start-DNA Probes Master,
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4 ul RNase-freies Wasser, 1 pl Primer (siehe Tabelle 7) und 5 pl cDNA zusammengefiigt. Die
Proben wurden dann in eine 96-Well hard shell PCR-Platte hinein pipettiert, mit der Folie
versiegelt und fir die Analyse in den Lightcycler gegeben.

Die Methodik gewahrleistet, dass Nukleinsduren exponentiell amplifiziert werden kénnen.
Durch drei, sich wahrend der PCR wiederholende, Teilabschnitte kann somit eine
Quantifizierung der urspriinglich exprimierten mRNA aus den G-MSCs ermoglicht werden.
Diese Zyklen bestehen aus der Denaturierung, der Primerhybridisierung und der Elongation.
Beginnend mit der Denaturierung der cDNA werden die Doppelstrangbindungen aus
Wasserstoffbriickenbindungen innerhalb von 3 s bei 95,0 °C aufgel6st. Ergebnis des ersten
Teilabschnitts sind zwei einstrangige DNA-Teile, welche zur Vorlage der zukinftigen
Amplifikation dienen. Im Anschluss erfolgt die Primerhybridisierung, die bei einer Temperatur
von 65,0 °C und einem Zeitraum von etwa 30 s stattfindet. Bei der Primerhybridisierung
konnen die selektierten Primer eine Bindung mit den Einzelstrangen eingehen, welche den
Start- und Stoppunkt fiir die DNA-Polymerase markieren. Die spezifischen Primer dienen einer
selektiven Untersuchung der cDNA Abschnitte, welche fir die Transkriptionsfaktoren von
Pluripotenzmarkern zustandig sind. Die verwendeten Primer kdnnen aus der Tabelle 7
entnommen werden. Die darauffolgende Elongation findet bei einer Temperatur von 72,0 °C
statt, dies erlaubt eine optimale Arbeitstemperatur der DNA-Polymerase, welche, vom Primer
ausgehend, die Einzelstrange komplementar zu neuen Doppelstrangen komplettiert. Ein
neuer Zyklus kann nach Beendigung der Elongation stattfinden. Als Referenz wurde das
Housekeeping Gen Phosphoglyceratkinase-1 (PGK-1) benutzt. Die Quantifizierung der
Genexpression wurde mit Hilfe der 22-AACt-Methode durchgefihrt. Alle Experimente wurden

dreifach durchgefihrt und gemittelt.
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Tabelle 7: Verwendete Primer fiir die Real-Time PCR

Gen Assay ID Gen Symbol Accession ID

PGK-1 102083 PGK1 H.sapiens ENST00000373316
RUNX2 113380 RUNX2 H.sapiens ENST00000359524
ALP 103448 ALP H.sapiens ENST00000374840
PPARy 110607 PPARYy H.sapiens ENST00000287820
LPL 113230 LPL H.sapiens ENST00000311322
ACAN 138057 ACAN H.sapiens ENST00000439576
Nanog 148147 Nanog H.sapiens ENST00000229307
Oct4A 113034 Oct4A H.sapiens ENST00000259915
Sox2 111867 Sox2 H.sapiens ENST00000325404

RT-PCR: reverse transcription-polymerase chain reaction; PKG-1: Phosphoglycerate kinase; RUNX2: Runt
related transcription factor 2; ALP: alkaline phosphatase; PPARYy: proliferator-activated receptor gamma, LPL:
lipoprotein lipase; ACAN: Aggrecan; Nanog; Sox2: sex determining region Y-box 2; Oct4A: octamer-binding
transcription factor 4

2.2.4 Statistische Auswertung

Bei der statistischen Analyse wurde die Normalverteilung via des Shapiro-Wilk-Tests getestet.
Die Unterschiede bei der intrazelluldren B-Catenin Konzentration, MTT, mRNA Expression und
der quantitativen Auswertung bei der adipogenen, osteogenen und chondrogenen
Differenzierungsreihe zwischen den experimentellen Gruppen wurden mittels des Friedmann
Tests bestimmt. Ferner wurden Unterschiede zu verschiedenen Zeitpunkten bei MTT und
mMRNA Expression mithilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (SPSS 11.5, IBM, Chicago, IL,

USA) ausgewertet. Die statistische Signifikanz wurde bei p = 0,05 festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1  Charakterisierung der G-MSCs

Als Grundlage dieser Studie wurden nach Dominici et al. die isolierten Zellen (n = 5) in Bezug
auf ihr Stammzellcharakter geprift. Dies beinhaltete die Fahigkeit zur Plastikadharenz, ihr
multilineares Differenzierungspotential und der Expression von den Oberflachenmarkern
CD73, CD90 und CD105 und gleichzeitiger Abwesenheit von CD14, CD34 und CD45 (Dominici
et al., 2006).

3.1.1 Koloniebildende Einheiten

Zur Untersuchung der Fahigkeit zur Bildung von KBE wurden die MACS (+) G-MSCs fir 14 Tage
beobachtet. Pro Patient wurden 3x10° Zellen in Petrischalen mit 10 cm Durchmesser ausgesat
und in einem Kontrollmedium kultiviert. Eine Adhasion an Plastik wurde bestatigt und wird in
Abbildung 11A dargestellt. Nach Kultivierung der G-MSCs bildeten diese fibroblastenartige
Ballen. Die Zellen zeigten die Fahigkeit zur Bildung von KBE (Abbildung 11B, Kennzeichnung
einzelner KBE mit Pfeil), welche mit einer Fixierung durch Ethanol und einer darauffolgenden

Kristallviolettfarbung verdeutlicht wurden.

Abbildung 11: Untersuchung der G-MSCs auf stammzelltypische Charakteristika: Adhdrenz und KBE.
(A) Phasenmikroskopische Darstellung von adhdrenten G-MSCs am Plastikboden. (B) Darstellung der KBE der
G-MSCs, diese wurden bei einer Zelldichte von 3x103/10 ml ausgesdt und iiber 14 Tage kultiviert, bis eine Fixierung und
anschliefSender Férbung mit Kristallviolett stattgefunden hat. Eine einzelne KBE wird mit einem Pfeil markiert.
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3.1.2 FACS-Analyse

In der FACS-Analyse wurden G-MSCs auf ihre exponierten Oberflaichenmarker nach
Kultivierung mit einem Kontrollmedium begutachtet. Von besonderer Bedeutung sind dabei
CD14, CD34, CD45, CD73, CD90 und CD105. In Abbildung 12 wird das reprasentative Ergebnis
eines Patienten gezeigt. Die Darstellung erfolgt in Histogrammen, in denen auf der X-Achse
die Intensitat der Fluoreszenz und auf der Y-Achse die relative Anzahl der G-MSCs dargestellt
werden. Bei der Auswertung wurde die Anzahl der vorhandenen Bindungsstellen der
Fluoreszensmarker (griin) im Vergleich zu ihren Isotypenkontrollen (rot) verdeutlicht. Eine
erhohte Anzahl der Bindungsstellen resultiert in einer hoheren detektierten Lichtintensitat bei
Bestrahlung des Lasers. Zum Nachweis und der Identifikation der isolierten Zellen als G-MSCs,
zeigten diese ein positives Ergebnis in Bezug auf CD73, CD90 und CD105. Ein negatives
Ergebnis konnte bei CD14, CD34 und CD45 beobachtet werden.
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Abbildung 12: Untersuchung der G-MSCs auf stammzelltypische Charakteristika: Oberflichenmarker. Représentatives
Ergebnis eines Patienten. Die Ergebnisse der FACS-Analyse wurden mittels Histogramme dargestellt, in denen die relative
Zellzahl gegeniiber der emittierten Fluoreszenz dargestellt ist. Sie zeigen das Expressionsverhalten der G-MSCs beziiglich

ihrer stammzelltypischen Oberfldchenmarker CD14, CD34, CD45, CD75, CD90, CD105. Griin = Oberfldchenmarker,
rot = Isotypkontrollen

3.1.3 Differenzierungspotential

G-MSCs besitzen als Stammzellen die Fahigkeit sich in verschiedene Zelltypen
auszudifferenzieren. Dieses Differenzierungspotential wurde unter der Aufstellung von
Differenzierungsreihen untersucht. Dabei wurden G-MSCs zunachst unter einem

Kontrollmedium kultiviert. AnschlieRend unterlagen sie einem osteogenen, adipogenen und
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chondrogenen Induktionsmedium. Nach entsprechendem Stimulationszeitraum wurden die

Zellen angefarbt und phasenmikroskopisch ausgewertet.

3.1.3.1 Osteogene Differenzierung

Als Nachweis der osteogenen Differenzierung zeigten sich, im Gegensatz zur Kontrollgruppe,
kalzifizierte Ablagerungen. Diese wurden mit Alizarin Rot angefarbt. In der Kontrollgruppe
konnte keine osteogene Differenzierung festgestellt werden, da dort keine gefarbten

Ablagerungen aufgefunden wurden (Abbildung 13A, B).

3.1.3.2 Adipogene Differenzierung

Eine erfolgreiche Differenzierung konnte im Gegensatz zu ihren Kontrollen beobachtet
werden. Dies zeigte sich durch die angefarbten Ansammlungen von Lipidvakuolen in den
Zellen. In den Kontrollen wurde keine adipogene Differenzierung festgestellt, da keine

intrazelluldare Akkumulation von Qil Red O zu erkennen war (Abbildung 13C, D).

3.1.3.3 Chondrogene Differenzierung
Die erfolgreiche chondrogene Differenzierung von G-MSCs fiihrte im Gegensatz zu der
Kontrolle zur Bildung von Glykosaminoglykanablagerungen. Diese wurden mit Alcainblau und

einer Gegenfarbung mit Kernechtrot erfolgreich markiert (Abbildung 13E, F).
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Abbildung 13: Untersuchung der G-MSCs auf stammzelltypische Charakteristika: multilineare Differenzierung. (A) Dargestellt
werden die mit Alizarin Rot gefdrbten G-MSCs, die zuvor liber 14 Tage eine osteogene Stimulation widerfahren haben.
Mittels eines Phasenkontrastmikroskops wurden kalzifizierte Ablagerungen der stimulierten G-MSCs im Vergleich zu (B)
ihren Kontrollen aufgenommen. (C) Dargestellt werden die mit Oil Red O gefdrbten G-MSCs, die zuvor liber 21 Tage eine
adipogene Stimulation widerfahren haben. Mittels eines Phasenkontrastmikroskops wurden die Lipidvakuolen im
Zellinneren der G-MSCs im Vergleich zu (D) ihren Kontrollen aufgenommen. (E) Dargestellt werden Alcainblau und
Kernechtrot gefdrbten G-MSCs, die zuvor liber fiinf Wochen eine chondrogene Stimulation widerfahren haben. Mittels eines
Phasenkontrastmikroskops wurden die Glykosaminoglykanablagerungen im Zellinneren der G-MSCs im Vergleich zu (F) ihren
Kontrollen aufgenommen.
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3.2 ELISA

Nach der gruppenspezifischen Stimulierung (siehe 2.2.1.6) der G-MSCs wurden
unterschiedliche B-Catenin Konzentration ersichtlich. Dargestellt wurden die Ergebnisse in
Box-und-Whisker Plots in Median und Quartilwerten. Nach einstlindiger Stimulation in den
jeweiligen experimentellen Gruppen ist die intrazelluldre Expression von B-Catenin in allen
Gruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe deutlich zuriickgegangen. Entsprechend war der B-
Catenin Gehalt in der Kontrollgruppe am hochsten (Median% Expression zum Stammlysat
normalisiert, Q25 / Q75) (12,8 %, 11,9 / 16,3) gefolgt von der AS-Gruppe (11,8 %, 10,4 / 14,6),
der EM/AS-Gruppe und zum Schluss der EM-Gruppe (11,7 %, 11,0 / 14,6; p = 0,002, Friedman-
Test, Abbildung 14).

B-Catenin
X
" — X
—x x

% Proteinexpression

Kontrolle a
medium Entziindungs-
medium

Abbildung 14: Ergebnisse von ELISA fiir den Wnt/B-Catenin Signalweg und der Zellzahl mittels MTT nach einstiindiger
Stimulation in den experimentellen Gruppen. Dargestellt sind Box-und-Whisker Plots in Median und Quartilwerten. Mittels
ELISA wurde der Wnt/B-Catenin Signalweg untersucht. Dabei wurde der intrazelluldre Gesamt-8-Catenin-Gehalt in
Prozent (%) nach voriger Stimulation der G-MSCs mit EM und AS bzw. ihrer Kombination ermittelt. Signifikante Unterschiede
sind mit Hilfe von Sternchen markiert (n = 5, p < 0.01; Wilcoxon-signed-quartiles).

3.3 Zell Proliferations- und KBE-Assay

Zur Erstellung von Proliferationskurven wurde tGber einen Zeitraum von 14 Tagen eine tagliche
Zellzédhlung, wahrend der Kultivierung mit den gruppenspezifischen Medien (siehe 2.2.1.6),

durchgefihrt. An Tag 14 war die Hochstzellzahl in der AS-Gruppe (Median Zellzahl, Q25 / Q75)
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(71667, 49583/96250) zu beobachten, gefolgt von der EM/AS-Gruppe (58750, 40624/78750),
der EM-Gruppe (56250, 40417/77708) und der Kontrollgruppe (54583, 39792/73750;
p<0,001, Friedman-Test, Abbildung 15).
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Abbildung 15: Proliferationskurven (iber 14 Tage. Dargestellt ist das Zellproliferationsverhalten, das tiber einen Zeitraum von
14 Tagen tdglich fiir jede der vier experimentellen Gruppen ermittelt worden ist. Rot = Kontrolle, griin = EM-Gruppe,
blau = AS-Gruppe, violett = EM/AS-Gruppe

Nach 24 h und 72 h zeigte sich mit Hilfe des MTT Assays die hochste Zellzahl in der
Kontrollgruppe (6109, 4457/7290), gefolgt von der EM-Gruppe (5558, 4444/6815), der
EM/AS-Gruppe (5116, 4055/6434) und schlieRlich die AS-Gruppe (4083, 3466/4845; p = 0,004,
Friedman-Test, Abbildung 16A)

Die KBE betreffend wurde deutlich, dass sich zum 14. Tag bei der AS-Gruppe die meisten
Kolonien gebildet haben (40, 15/50), darauffolgend die Kontrollgruppe (12, 5/32). Sowohl in
der EM-Gruppe als auch in der EM/AS-Gruppe sind zum Tag 14 keine KBE von signifikanter
GroRe zu beobachten (p = 0,002, Friedman-Test, Abbildung 16B).
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Abbildung 16: Ergebnisse der Zellproliferation und KBE nach Stimulation in den experimentellen Gruppen. (A) Die Box-und-
Whisker Plots (in Median und Quartilwerten) stellen die relative Zellzahl der G-MSCs ohne und mit Stimulation mit EM, AS
und ihrer Kombination nach 24 h und 72 h dar. (B) Dargestellt sind die KBE der G-MSCs nach 14 Tagen Stimulationszeit. Im
Box-und-Whisker Plot (in Median und Quartilwerten) sind signifikante Unterschiede mit Hilfe von Sternchen markiert
(n =5, p < 0,01; Wilcoxon-signed-quartiles).

3.4 mRNA Expression von Pluripotenzmarkern

Die Ergebnisse zur Ermittlung von verschiedenen Pluripotenzmarkern, wie Nanog, Oct4A und
Sox2, sind in Abbildung 17 dargestellt. Dabei ist eine signifikant héhere Expression von Sox2

Uber den Zeitraum von 72 h zu beobachten (Median-Genkopien/PGK-1, Q25/Q75).
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Diesbezliglich wurden Werte von (0,00006, 0,00000/0,00019) bis (0,00041, 0,00000/0,00014;
p = 0,04, Friedman-Test) festgestellt. Gleichermalen wurde eine auffillig hohere Expression
von Nanog in der AS-Gruppe aufgezeichnet (0,0006, 0,0002/0,0007), gefolgt von der EM-
Gruppe (0,0004, 0,0001/0,008), der Kontrollgruppe (0,0002, 0,0000/0,0005) und schlieBlich
der EM/AS-Gruppe (0,00006, 0,0000/0,0002; p<0,001, Friedman-Test). Oct4A und Sox2
betreffend wurden die Hochstwerte der Expressionen bei der EM/AS-Gruppe (0,0002,
0,0001/0,0006) und (0,0002, 0,0000/0,0004) beobachtet (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Darstellung der Expression von typischen Oberfldchenmarkern nach einer Stimulation in den experimentellen
Gruppen. Dargestellt sind die Transkriptionsfaktoren, die charakteristisch fiir die Pluripotenz der MSCs sind. Die Expression
fiir Nanog, Oct4A und Sox2 wurden nach einem Stimulationszeitraum von 24 h, 72 h und 120 h erfasst und in Box-und-
Whisker Plots mit Median und Quartilwerten dargestellt. Signifikante Unterschiede zum Zeitpunkt 24h und 72 h bei Nanog
und bei Sox2 zwischen 72 h und 120 h wurden mit Hilfe von Sternchen markiert (n = 5, *p < 0,05, **p < 0,01, Whilcon-
signed-rank-test).
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3.5 Differenzierungsreihe und ihre typische mRNA Expression

Die G-MSCs, aus den vier unterschiedlich behandelten Gruppen (siehe 2.2.1.6), haben ein
bemerkenswertes Differenzierungspotential gezeigt. Um dieses weiter zu untersuchen,
wurden Transkriptionsfaktoren, die charakteristisch fiir ihre spezifische Differenzierung sind,
bestimmt. Dabei wurde die mRNA fiir RUNX2 und ALP bei der osteogenen, PPARy und LPL bei
der adipogenen und ACAN bei der chondrogenen Differenzierung ermittelt. Hierflr wurden
die G-MSCs, nach einer flnf-tagigen, gruppenspezifischen Vorstimulation, fiir den Zeitraum
ihrer  Differenzierungsreihe  stimuliert. Die  Ergebnisse  zur  Ermittlung der

Transkriptionsfaktoren ist unter Zuhilfenahme einer RT-PCR erfolgt.

Es zeigte sich eine hohere Expression von ALP in der AS- und EM/AS-Gruppe. Abgesehen davon
wurden keine signifikanten Verdanderungen bezilglich der Expression von RUNX2 nach

14 Tagen, von LPL und PPARy nach 21 Tagen oder von ACAN nach fiinf Wochen beobachtet.

Die nach der Differenzierungsreihe durchgefiihrte histochemische Farbung zeigte nach der
osteogenen Differenzierung die Bildung von kalzifizierenden Ballen. AulRerdem konnten in der
adipogenen Differenzierungsreihe Ansammlungen von Lipidvakuolen mit Oil Red O positiv
angefarbt werden. Ferner konnten nach der chondrogenen Differenzierung der G-MSCs
Ablagerungen von Glykosaminoglykanen angefarbt werden. Obwohl keine signifikanten
Unterschiede fiir das Farbungsquantifizierungsverfahren festgestellt wurden, hat sich ein
konstantes Muster gezeigt, bei dem die EM/AS-Gruppe das hochste Differenzierungspotential
mit der groBRten Kalzium- und Lipidablagerung demonstrierte, gefolgt von der EM-Gruppe

(Abbildungen 18, 19 und 20).
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Quantifizierung
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Abbildung 18: Darstellung des osteogenen Differenzierungspotentials der G-MSCs nach fiinf-tdgiger Stimulation in den
experimentellen Gruppen. (A) Gezeigt wird die Genexpression von RUNX2 und ALP nach einer 14-tdgigen Stimulation mit
einem osteo-induktiven Medium. RUNX2 und ALP sind typische Transkriptionsfaktoren, die bei einer osteogenen
Differenzierung exprimiert werden. Dargestellt werden die Ergebnisse in Box-und-Whisker Plots (mit Median und
Quartilwerten). (B) Die Abbildungen zeigen die vier verschiedenen Stimulationsgruppen nach 14-tdgiger osteogenen
Differenzierung und Fdrbung mit Alizarin Rot. (C) Eine quantitative Analyse von Ca2+ ist in einem Box-und-Whisker Plot
dargestellt (mit Median und Quartilwerten).

Ergebnisse 50



PPARy LPL

2 6
(@)
5
4
~ A\ o o]
X X
O] o [©)
e e
c c I
3 8
2
A
0.0 T —— 0,0 l v v ¥
Kontrolle Entziindungs- Ascorbinséure Ascorbinsaure/ Kontrolle Entziindungs- Ascorbinsdure Ascorbinsaure/
medium Entziindungs- medium Entziindungs-
A medium medium

Ergebnisse 51



Quantifizierung
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Abbildung 19: Darstellung des adipogenen Differenzierungspotentials der G-MSCs nach fiinf-tdgiger Stimulation in den
experimentellen Gruppen. (A) Gezeigt wird die Genexpression von PPARy und LPL nach einer 21-tdgigen adipogenen
Stimulation. Die Genexpression wird in Box-und-Whisker Plots dargestellt (mit Median und Quartilwerten). (B) Die
Darstellung zeigt die Oil Red O Fdrbung und eine quantitative Analyse der Lipidkonzentration in einem Box-und-Whisker Plot
(mit Median und Quartilwerten).
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Abbildung 20: Darstellung des chondrogenen Differenzierungspotentials der G-MSCs nach fiinf-tdgiger Stimulation in den
experimentellen Gruppen. (A) Der Box-und-Whisker Plot (mit Median und Quartilwerten) stellt die ACAN Expression der G-
MSCs nach erfolgter Vorstimulation mit EM und AS und einer fiinf-wéchigen chondrogenen Differenzierung dar. (B) zeigt die
Differenzierung der G-MSCs mittels einer Alcainblau Firbung gezeigt.

Ergebnisse 53



4. Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Isolierung und Kultivierung G-MSCs mit MACS

Mithilfe von MACS wurde ein flexibles, einfaches und zeitsparendes Zellsortierungssystem
etabliert, das zur Trennung von einer groBen Zellzahl nach spezifischen Oberflaichenmarkern
dient (Miltenyi et al., 1990). In dieser Studie wurden wahrend der Extraktion von impaktierten
dritten Molaren Gingiva-Proben entnommen. Analog zu Fawzy El-Sayed et al. zeigte dieses
Verfahren eine minimalinvasive Moglichkeit zur Gewinnung von MSCs aus der Gingiva (Fawzy
El-Sayed et al., 2012). Dabei binden magnetische Anti-IgM-Microbead-AK spezifisch auf der
Oberflache exponierten STRO-1 an. Mit der Aufstellung eines starken Magnetfeldes ist es
moglich diese, von den AK-ungebundenen Zellen, zu trennen und sie anschlieBend zu
kultivieren. STRO-1 erweist sich als spezifischer Marker fiir einige MSCs, unter anderem aus
dem Knochenmark (Simmons and Torok-Storb, 1991, Gronthos and Zannettino, 2008) oder
der Gingiva (Fawzy El-Sayed et al., 2012). Ahnliche Studien zeigten den Erfolg dieses
Verfahrens bei Proben aus der Gingiva und dem Alveolarknochen, vorausgesetzt, dass alle
restlichen Zellen eine Abwesenheit von STRO-1 aufwiesen (Fawzy El-Sayed et al., 2012).
Herausforderung dabei ist, dass die Expression von STRO-1 bei andauernder Kultivierung
abnimmt (Simmons and Torok-Storb, 1991, Boxall and Jones, 2012). Eine reduzierte
Konzentration von STRO-1 erschwert die Bindung der AK und kann die Reinheit der gewonnen
Zellkultur verringern. Um sicherzustellen, dass es sich um multipotente MSCs handelt, ist die
Prifung typischer Stammzellcharakteristika nach Separation und Kultivierung vor
Studienbeginn unabdinglich. So wird eine ausreichende Reinheit der Zellkulturen einerseits

und die Vergleichbarkeit zu anderen Studien andererseits garantiert.

4.1.2 Identifikation der isolierten Zellen als Stammazellen

Grundlage dieser Studie ist die ldentifikation der gewonnenen und stimulierten Zellen als
Stammazellen. Es wurden Kriterien von Dominici et al. herangezogen, um die isolierten Zellen
eindeutig auf MSCs Eigenschaften zu untersuchen (Dominici et al., 2006). Hierzu diskutierte
Dominici et al. standardisierte Merkmale von MSCs, um eine Einheitlichkeit von Kriterien zu

etablieren, welche eine Vergleichbarkeit von MSCs unabhidngig vom Ursprungsgewebe
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gewadhrleistet. Die drei Charakteristika beinhalten die An- bzw. Abwesenheit bestimmter
Oberflachenmarker, die Adhdrenz an Plastik mit ihrer Fahigkeit zur Bildung von KBEs und das
Potential einer multilinearen Differenzierung (Dominici et al., 2006). Ferner wurde mithilfe

der PCR auf molekularer Ebene die Expression typischer Transkriptionsfaktoren analysiert.

4.1.2.1 KBE

Zum Nachweis von MSCs wird ihre Plastikadhdrenz und ihre Fahigkeit zur Koloniebildung
Uberpruft. Dabei werden die ausgesaten Zellen in Petrischalen kultiviert. Jede einzelne MSC
ist in der Lage in Form von klar abgegrenzten Ballen heranzuwachsen und somit eine KBE zu
bilden. Dabei zeigen sie ihre signifikante Fahigkeit der Selbstreplikation und ihre Bildung von
klonalen Tochterzellen (El-Sayed et al., 2015). Studien zeigen, dass Fibroblasten, welche MSCs
in ihrer Morphologie dhneln, diese Fahigkeit unter gleichen Kultivierungsbedingungen nicht

aufweisen (Friedenstein et al., 1974).

4.1.2.2 FACS

Die FACS-Analyse ist eine Methode, die eine Erfassung verschiedener Eigenschaften jeder
einzelnen Zelle, unter anderem ihrer GroBe, Form und Fluoreszenzen ermdéglicht. Die zu
untersuchenden Zellen werden mit fluoreszierenden AK gekoppelt, die in Form einer
Einzelzellsuspension vom Laser bestrahlt werden. Die Messung basiert auf der Detektion von
Streu- bzw. emittiertem Licht, welches durch Deflektion des auftreffenden Lasers entsteht
(siehe 2.2.2.3). In dieser Versuchsreihe wird die Expression bestimmter Oberflaichenmarker
nachgewiesen, welche, basierend auf Dominici et al., ein Identifikationskriterium fir
Stammzellen darstellen. In dieser Studie wurde an den isolierten Zellen die Expression der
Oberflaichenmarker CD90, CD73, CD105 unter der FACS-Analyse sichergestellt, gleichzeitig
wurde die Abwesenheit von CD14, CD34 und CD45 nachgewiesen. Diese miissen bei
mindestens 95% der Zellen aufzufinden sein, um eine Kontamination mit anderen Zellen
auszuschlieRen. Typische Zellpopulationen, welche CD14 exprimieren, sind Monozyten und
Makrophagen (Simmons et al.,, 1989). CD34 ist charakteristisch fir hamatopoetische
Vorlauferzellen (Furness and McNagny, 2006), wahrend CD45 auf unterschiedlichen, bereits

differenzierten Zellen der Hamatopoese (Hermiston et al., 2003) anzutreffen ist. Durch die
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Ergebnisse in der FACS-Analyse ist davon auszugehen, dass es sich, bei den isolierten Zellen

der Gingiva, um MSCs mit auseichender Reinheit handeln.

4.1.2.3 Zelldifferenzierung

Ein weiteres Kriterium, fiir eine klare Identifikation von MSCs, ist ihre Multipotenz. Sie sind in
der Lage sich in verschiedene Linien der mesenchymalen Gewebedifferenzierung zu begeben.
Unter bestimmten Stimuli haben sie die Fahigkeit sich gezielt zu Osteoblasten, Adipozyten und
Chondroblasten zu differenzieren (Pittenger et al., 1999). Versuchsreihen nach
Standardprotokoll wurden aufgestellt, bei denen die Zellen einem Differenzierungsmedium
unterlagen, welches die Differenzierung in die jeweilige Zellpopulation initiierte. Die
Beurteilung des Versuchserfolges wurde nach einer passenden Farbung nach Dominici et at.
begutachtet (Dominici et al.,, 2006). Zum Nachweis wurden bei einer osteogenen
Differenzierung kalzifizierende Ablagerungen mittels Alizarin Rot angefirbt. Bei der
adipogenen Differenzierungsreihe sollten durch eine Oil Red O Farbung intrazelluldre
Lipidvakuolen verdeutlicht werden. Des Weiteren sollten bei der chondrogenen
Differenzierung gefarbte extrazellulare Glykosaminoglykane mit Alcainblau zu sehen sein
(Dominici et al., 2006, El-Sayed et al., 2015). Die in dieser Studie verwendeten G-MSCs
spiegelten jene Multipotenz wieder und unterlagen allen Identifikationskriterien von Dominici

et al..

4.1.3 RT-PCR

Die RT-PCR ist eine Methode zur Quantifizierung der mRNA-Expression, welche aus drei sich
wiederholenden Teilschritten besteht. Jeder Zyklus beginnt mit der Denaturierung der
doppelstrangigen DNA, gefolgt von dem Annealing und der Elongation (Bustin et al., 2005).
Die Primer, welche als Start- und Endpunkt der DNA-Polymerase und somit die zu
Vervielfaltigende DNA-Abschnitte definieren, werden griindlich selektiert. Mit Hilfe der RT-
PCR, unter Verwendung des LightCycler 96 Real-Time PCR Systems von Roche Molecular
Biochemicals (Indianapolis, Indiana, USA), wird das Genexpressionsprofil der G-MSCs
bestimmt. Das Expressionsverhalten wurde in dieser Studie zum einen mit vorheriger
Stimulation mit EM und AS, sowie ihrer Kombination durchgefiihrt. In dieser Studie wird
besonderes Augenmerk auf Nanog, Oct4A und Sox2 gelegt. Diese sind essenziell flir den Erhalt

der Selbsterneuerung und fiir das spatere Entwicklungspotential der Stammzellen (Swain et
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al., 2020). Ferner wurde bei der Differenzierungsreihe der G-MSCs das Expressionsverhalten
typischer Marker untersucht. Charakteristische Transkriptionsfaktoren, wie ALP und RUNX2
fir die osteogene, PPARy und LPL fiir die adipogene und ACAN fiir die chondrogene
Differenzierungsreihe wurden im Rahmen dieser Arbeit ermittelt.

Bei der RT-PCR werden fluoreszierende Farbstoffe verwendet, um die Produktion von der
amplifizierten DNA wéahrend der Zyklen zu detektieren und in Echtzeit aufzuzeichnen. Die
Einfachheit, Spezifitdt und Sensitivitat der RT-PCR, zusammen mit ihrem Potenzial fir einen
hohen Durchsatz und die fortlaufende Zugabe neuer Chemikalien, stellen gegeniiber der
konventionellen PCR einen grofRen Vorteil dar. Voll automatisiert bietet sie eine bessere
guantitative und qualitative Auswertung, da nach jedem Zyklus eine Messung erfolgen kann.
Dies ermoglicht sowohl die Amplifikation als auch den Nachweis der Nukleinsaure in einem
homogenen Assay und macht den nachtraglichen Nachweis von Amplifikationsprodukten

Uberflussig (Bustin et al., 2005).

4.1.4  ELISA zur Bestimmung von B-Catenin

ELISA ist ein antikorperbasiertes Nachweisverfahren, welches den Nachweis von einem Ziel-
AG sensitiv und reproduzierbar erlaubt. Hierzu wird ein enzymgebundener AK an den
nachzuweisende bzw. durch einen zwischengeschalteten Erstantikdrper gebunden. Durch
zusatzliche Zugabe eines Substrates, wird dieser katalysiert. Es kommt zu einer
Farbveranderung (Engvall and Perlmann, 1971, Schuurs and van Weemen, 1980). Das
standardisierte Verfahren hat sich bei der Analytik als Goldstandard etabliert. ELISA zeigt eine
grolle Vielseitigkeit in der Verwendung. Sie kann sowohl direkt, indirekt oder als Sandwich
Verfahren angewandt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das PhosphoELISA-KIT
(Invitrogen, CA, USA) herangezogen, welches unabhangig von phosphorylierungszustand, die
B-Catenin Konzentration bestimmt. Durch Verwendung von zwei AK, wird eine hohe Spezifitat
zur Bestimmung von B-Catenin sichergestellt. Der Erstantikorper bindet direkt an B-Catenin.
Der Zweitantikorper ruft mittels Konjugation mit HRP enzymatisch einen Farbumschlag

hervor. Anschlieend wird Enzymaktivitat photometrisch bei OD450 ausgelesen.

4.1.5 MTT, Proliferationskurve
Zur Bestimmung der Viabilitdit der G-MSCs sollte idealerweise ein kolometrischer Test

herangezogen werden, dessen Farbreaktion es ermaoglicht, einen Riickschluss auf die Anzahl
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lebensfahiger Zellen zu ziehen. Die Methode beruht dabei auf Reduktion des
namensgebenden gelben Farbstoffes MTT zu einem blau-violetten Salz, dem Formazan (siehe
2.2.2.2). Seine Konzentration ist direkt proportional zur zelluldren Stoffwechselaktivitat und
schlieflt auf die Viabilitdat von Zellen zurick. Studien zeigen, dass das Substrat von lebenden
Zellen mit mitochondrialer Aktivitat, jedoch nicht von toten Zellen, umgewandelt werden
kann. Dies wurde bei der Untersuchung von Blutzellen unterstiitzt, welche keine metabolische
Aktivitat aufweisen. Diese bildeten bei gleichem Versuchsaufbau nahezu kein Formazan
(Mosmann, 1983). Entsprechend interferieren tote Zellen, beziehungsweise Zellen ohne
mitochondriale Aktivitat, nicht bei der Messung. Als Standardprotokoll (Ng et al., 2015) und
unter Beriicksichtigung des verwendeten Nahrmediums kann ein Riickschluss auf die Viabilitat
der Zellen gezogen werden. Ein normales Nahrmedium besitzt Phenolrot als pH-Indikator. Es
ist darauf zu achten, dass ein Nahrmedium ohne solche Indikatoren verwendet wird, da diese
das Ergebnis durch Interferenz verfalschen. Mit Hilfe eines ELISA-Readers ist es moglich das
gebildete Salz bei einer Wellenlange zwischen 550 und 600nm nachzuweisen. Der ELISA-
Reader gewahrleistet eine hohe Prazision der Messung und ermoglicht zusatzlich eine
gleichzeitige Auslese einer groBen Anzahl von Proben (Mosmann, 1983).

Als weiterfiihrende Methodik zur Einschatzung des Proliferationspotentials wurden in dieser
Studie sogenannte Zellwachstumskurven erstellt. Fiir jede experimentelle Gruppe wurde tiber
einen Zeitraum von 14 Tagen ihre Proliferation dokumentiert und téglichen ausgezahlt (siehe
2.2.1.5). Wegen der grofRen Anzahl von Arbeitsschritten und Mengen von Proben, ist dieses
Verfahren anfallig fir Ungenauigkeiten. Um Fehlerquellen zu minimieren, wurde die
Bestimmung stets um dieselbe Uhrzeit und unter gleichen Bedingungen durchgefiihrt. Somit
konnte gewadhrleistet werden, dass die Zeitspanne der zu vervielfidltigenden Zellen einen
einheitlichen Abstand erfuhr. Ferner wurde die Zahlkammer stets desinfiziert und die Zellen
fiir eine genaue Zahlung blasenfrei einpippetiert. Ein weiterer Aspekt, die die Genauigkeit des
Verfahrens gewahrleistet, sind die doppelt aufgefiihrten Proben, welche schlieBlich gemittelt
wurden (Assanga, 2013, Mizuno et al.,, 2019). Dieses einfache Verfahren ermoglicht die
Einschdtzung der Proliferation jeglicher Zellen, ist jedoch zeitaufwandig und fehleranfallig,

was in zukinftigen Studien durch Digitalisierung der Zédhlung vermieden werden kann.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

Reparative und regenerative Ansdtze in der Parodontologie orientieren sich an den
Kernphasen der Wundheilung, welche auf eine erhohte Proliferation von Stamm- und
Vorlauferzellen, der Migration und dem Homing, der Differenzierung und der Endreifung
basieren (Fawzy El-Sayed and Dorfer, 2017). Bei einer parodontalen Reparatur und/oder
Regeneration laufen diese Stadien auch in einem lokal entziindeten Gewebe ab; dabei
orchestrieren Zytokine den Verlauf des Geschehens. Sie modulieren unter anderem die Starke
und das Fortschreiten der parodontalen Erkrankung (Silva et al., 2007, Cekici et al., 2014). Aus
diesem Grund stellen Untersuchungen von Stamm- und Vorlduferzellen unter einem

kontrollierten Zytokineinfluss eine wichtige Bedeutung fiir die parodontale Wundheilung dar.

Entziindungen gelten zwar als Ursache fiir parodontale Gewebeschaden, sind aber auch eine
grundlegende Voraussetzung fir die friihen Stadien des Heilungsprozesses (Wang and Tatakis,
2017). Wie kirzlich in Studien gezeigt, wurde durch eine lokale entziindliche Mikroumgebung
das reparative und regenerative Potential in MSCs gesteigert (Zhang et al., 2017, Zhou et al.,
2017, Fawzy El-Sayed et al., 2019). Dabei wurden ihre Eigenschaften zur klonalen
Zellproliferation (Zhang et al., 2017) und der Expression bestimmter Pluripotenzmarker, wie
Nanog, Oct4 und Sox2, unter einem entziindlichen Mikromilieu aufgezeichnet (Tomasello et

al., 2017).

Eine anfangliche, kurzzeitige Entziindungsphase zeigte sich als besonders vorteilhaft fiir die
Proliferation der G-MSCs. Jedoch kippt eine langanhaltende Entziindung diese Vorziige und
beeinflusst das Verhalten von G-MSCs negativ (Zhang et al., 2017, Zhou et al., 2017, Fawzy El-
Sayed et al., 2019). Obwohl die Entzlindung fiir die parodontale Wundheilung und ihre Phasen
essenziell scheint, sollte diese durch eine anti-entziindliche Phase aufgehoben werden, um
die Differenzierung und Proliferation der Stammzellen, und somit die Regeneration des

Gewebes optimal zu unterstitzen.

Bereits in friheren Studien zeigten G-MSCs bemerkenswerte regenerative und
entziindungsresistente Eigenschaften (Zhang et al., 2017, Zhou et al., 2017). G-MSCs, die sich
durch eine einfache Isolierung und ein vorhersagbares in-vitro-Expansionspotential
auszeichnen, gelten als ideale, minimalinvasive Quellen fir adulte MSCs mit auffallend

positiven regenerativen Eigenschaften (Fawzy El-Sayed and Dorfer, 2016).
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Auch in dieser Studie wurden G-MSCs untersucht. Sie unterlagen in der EM- und EM/AS-
Gruppe einer Stimulation aus IFN-y, TNF-a und IL-1B. Diese Zytokine etablieren sich unter
anderem als Botenstoffe in parodontalen Lasionen und sind somit mafRgebliche Initiatoren fiir

resorptive und destruktive Prozesse (Silva et al., 2007, Zhang et al., 2017).

Ferner wurden die Zellen unter dem Einfluss von AS ausgesetzt. AS besitzt eine wichtige Rolle
in Bezug auf die parodontale Wundheilung, der Geweberegeneration (Rubin, 1984) und der

Kollagensynthese von Knochen, Zadhnen und Gingiva (Nishida et al., 2000a).

Ein nicht zu vernachlassigender Aspekt ist die Eigenschaft von AS als AO zu fungieren. ROS sind
eng in der Pathogenese der Parodontitis involviert (Rubin, 1984). Aufgrund des Einflusses von
ROS auf die Integritdt der DNA, und die darauffolgenden Proteinschadigungen in den
gingivalen Hyaluronsaduren und Proteoglykanen kommt es zum Fortschreiten des destruktiven
Prozesses (Bartold et al.,, 1984). Ferner beeinflussen ROS die Expression von
Entziindungszytokinen (Chapple, 1997) und fihren zu einer Potenzierung des entziindlichen
Geschehens. Als AO wirkt AS dem oxidativen Stress entgegen und verhilft zur Etablierung des

urspriinglichen Gleichgewichts im Gewebe.

AuBerdem besitzt AS einen positiven immunregulatorischen Einfluss auf die Expression von
IL-1a, IL-1B und beeinflusst sowohl den Verlauf der Parodontitis als auch das Ergebnis ihrer
Behandlung positiv (Majewicz et al., 2005, Tomofuji et al., 2009). AS moduliert dosisabhangig
ebenfalls die Proliferation und Expression von Pluripotenzmarkern in adulten Stammzellen
(Wei et al., 2014, Kim et al., 2014, Van Pham et al., 2016). Van Pham et al. beschreibt, dass AS
bis zu einer Konzentration von 250 uM eine unterstitzende Wirkung auf die Proliferation und
den Stammzellcharakter von G-MSCs besitzt. Bei Konzentrationen tber 250 uM wurde das G-
MSCs Wachstum teilweise oder sogar vollstindig gehemmt (Van Pham et al., 2016). In
richtiger Konzentration zeigt AS ihre Wirkung auf MSCs, da sie nicht nur Einfluss auf den
Stammazellcharakter hat, sondern auch als immunregulatorischer Modulator im entziindlichen
Milieu fungiert. Dabei konnte die Zellzahl durch eine verstarkte Proliferation angehoben

werden und gleichzeitig die Bestandigkeit des Stammzellcharakters aufrechterhalten werden.

Fir die Phasen der Wundheilung sind Stammzellen unabdinglich. MSCs verlassen sich dabei
unter anderem auf ihren Stammzellcharakter, um den Verlauf der parodontal-reparativen
oder regenerativen Heilung einzugehen (Fawzy El-Sayed et al., 2019). Essenziell dabei sind die

Proliferation und die Fahigkeit zur Differenzierung in das Endgewebe. In dieser Studie wurde
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auf molekulargenetischer Ebene ihr Verhalten in Bezug auf die Expression nuklearer Marker,
genauer Nanog, Oct4A und Sox2, nach einem Zeitraum von 24 h, 72 h, 120 h unter dem
Einfluss von AS und EM begutachtet. Die Aufrechterhaltung eines Pluripotenzstadiums in
Stammzellen wurde unter anderem diesen drei Markern zugeschrieben (Cekici et al., 2014,
Swain et al., 2020). Das Vorhandensein dieser beeinflusst die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
und Differenzierung der G-MSCs (Yu et al., 2014). Ahnlich wie in bereits erfolgten Studien
wurde die Aussage bestatigt, dass die Expression von Nanog, Oct4A und Sox2 in den
stimulierten G-MSCs mit AS (Gao et al., 2013, Van Pham et al., 2016) und EM (Tomasello et
al., 2017) erhoht war. In dieser Studie wurden die hochsten Expressionswerte von Oct4A und
Sox2 in der EM/AS-Gruppe beobachtet, was auf den synergetischen Effekt beider
Komponenten hinweist. Es scheint demnach, als konnte die Kombination von AS mit der
Entziindungskomponente die Bestandigkeit des Stammzellcharakters der G-MSCs durch die
Expression dieser spezifischen nuklearen Marker erhéhen. Die AS-induzierte vermehrte
Expression von Oct4A und Nanog konnte einer Fahigkeit von AS zugeschrieben werden, dass
AS die Aktivierung der Demethylierung durch ten-eleven-translocation (TET) Enzyme initiiert
(Young et al., 2015, Hore et al.,, 2016, Hore, 2017). Wahrend der Entwicklung einer
differenzierten Zelle verliert diese zunehmend ihren Stammzellcharakter — es entsteht, unter
anderem durch DNA-Methylierung, ein epigenetisches Gedachtnis. Es ist moglich, bei bereits
differenzierten Zellen, einen naiven Zustand zu rekonstruieren, wobei induzierte pluripotente
Zellen entstehen. Sie entstehen durch die aktive Entfernung des erworbenen Gedachtnisses.
Der erhohte TET-Spiegel durch AS und die ebenfalls erhohte TET-Aktivitat fordern die
Reprogrammierung differenzierter Zellen in einen naiven Zustand, indem die DNA-
Methylierung aktiv beseitigt werden (Mikkelsen et al., 2008, Hore et al., 2016, Hore, 2017).
Die Enzyme von TET erreichen dies durch Oxidation von 5-Methylcytosin (5mC) zu
5-Hydroxymethylcytosin (5hmC) und weiteren oxidierten Derivaten, wodurch das erworbene
Gedachtnis entfernt wird. AS wirkt dabei als Modulator fir TET und ihrer Aktivitdt (Hore et al.,
2016, Hore, 2017). Der Stammzellcharakter der G-MSCs konnte demnach gehalten werden. Es
zeigt sich in dieser Studie der synergetische Effekt von AS und EM in Bezug auf die Expression
von Pluripotenzmarkern bei G-MSCs. In Kombination scheinen sie eine verstarkende Wirkung
zu veranlassen, denn die héchste Konzentration von der Oct4A- und Sox2- Expression wurde

in der EM/AS-Gruppe erfasst.
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Eine hohe Proliferation gewahrleistet zu Beginn eine ausreichende Zellzahl fir die Phasen der
Migration und des Homings und zur funktionellen Gewebedifferenzierung (Fawzy El-Sayed
and Dorfer, 2017). Somit konnte sich die Etablierung einer ausreichenden Zellzahl vorteilhaft
auf regenerative Prozesse im Parodont auswirken. Hierfir ist die Zellproliferation eine
Kernvoraussetzung dafiir und wird unter anderem mit Hilfe der Fahigkeit von Stamm- und
Vorlauferzellen zur klonalen Selbsterneuerung gewiéhrleistet (Fawzy El-Sayed and Dorfer,
2017). Im Studienverlauf wird dies mit der Fahigkeit von KBEs demonstriert. Unter dem
Einfluss von EM ist eine Reduzierung der Anzahl von KBEs nach 14 Tagen zu erkennen. Im
Gegensatz dazu wird unter der taglichen Auszahlung der Zellen in den 14-tdgigen
Proliferationskurven gezeigt, dass die anfangliche Stimulation mit EM nach 72 h das
Proliferationspotential der G-MSCs, und sogar ihre metabolische Aktivitat, gegenliber den
Kontrollen verbessert ist. In Ubereinstimmung mit friiheren Untersuchungen von Zhang et al.
scheint es, als wiirde eine anfangliche kurzfristige Entziindungsphase auf die Proliferation von
G-MSCs stimulierend wirken. Jedoch kippt diese bei andauernder Stimulation und scheint die

Zellteilung der G-MSCs negativ zu beeinflussen (Zhang et al., 2017).

Uberraschenderweise zeigt sich im weiteren Verlauf der Stimulation mit AS eine
Abschwéachung des proliferativen Effekts und sogar der metabolischen Aktivitdt. Die AS-
Stimulation scheint zunachst die zelluldre Stoffwechselaktivitdt in der frilhen Phase der
Stimulation zu verringern und sogar die anfangliche, foérdernde Wirkung des
Entziindungsreizes abzuschwéachen. Dies ist an der geringen Zellproliferation in der
Kombinationsgruppe (EM/AS-Gruppe) zu sehen. Diese beobachtete Minderung der
Proliferation und der metabolischen Aktivitat wurde bereits in friiheren Studien beschrieben
und wird mit verschiedenen Wirkungsweisen von AS erklart. Dabei sollte ein besonderes
Augenmerk auf die Fahigkeit von AS gerichtet werden, auf molekularer Ebene die Expression
von verschiedenen Genen zu beeinflussen (Tomofuji et al., 2009). Einerseits kann der
andauernde Einfluss von AS die Expression von Genen reduzieren, die das Zellwachstum durch
DNA-damage-inducible 45a (Gadd45a) stoppen, ferner konnen Gene betroffen sein, die die
Apoptose durch Caspasel beeinflussen. Anderseits ist es moglich, dass der Zusatz von AS eine
fordernde Wirkung auf proliferationsstimulierende Gene, wie proliferating cell nuclear
antigen (Pcna) besitzt (Tomofuji et al., 2009), welches das gegensétzliche Verhalten bezliglich

des Proliferationsverhaltens der G-MSCs erkldren kdnnte. AuRerdem besitzt AS die Fahigkeit,
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eine Erhohung von Extracellular-signal Regulated Kinases (ERK) 1 - und -2-Proteinen im
Zellinneren hervorzurufen, ohne eine direkte Aktivierung des mitogen-activated protein
kinase (MAPK) Signalwegs zu initiieren (Kim et al., 2014). ERK, das zum MAPK-Signalweg
zugehorig ist, ist in der Lage mehrere Transkriptionsfaktoren der Genexpression zu
beeinflussen. Zu diesen Transkriptionsfaktoren gehéren z.B. Mitglieder der AP-1 Familie Fos
und Jun, die durch Translokation in den Zellkern als Heterodimer an der DNA binden. Dies
flihrt zu einer Steigerung der Zellproliferation und kann fir die verlangerte Lebensdauer der

MSCs sorgen. (Abbildung 22)

aktiviertes
ERK 1/2

— aktiviertes
ERK1/2
rezeptorvermittelte
Aktivierung

Zellwachstum
Proliferation

Abbildung 21: Vereinfachte Darstellung des MAPK Signalwegs. Durch eine rezeptorvermittelte Aktivierung kommt es zu
einer intrazelluldren Signalkaskade, in der ERK1/2 aktiviert werden und die darauffolgende Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren der AP-1 Familie (Jun, Fos) hervorruft. Es kommt zu einer Translokation von Jun und Fos als
Heterodimer in den Zellkern und zu einer Bindung an die Zielgene. Es folgt eine Induktion des Zellwachstums und der
Proliferation.

Sowohl AS als auch EM scheinen gegensatzliche biphasische Auswirkungen auf die kurz- und
langanhaltende Proliferation zu besitzen. Ahnlich wie in vorherigen Studien zeigt AS in dieser
Versuchsreihe ein reversibles und verzogertes langzeit-proliferatives Potential (iber 14 Tage
(Choi et al., 2008, Potdar and D'Souza, 2010), und signifikant héhere KBE. In vitro leiden
Stammzellen mit zunehmender Passageanzahl unter einer vorzeitiger Zellalterung und

Inaktivitdt (Potdar and D'Souza, 2010). Mit dem Aufstellen der 14-tagigen
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Proliferationskurven, unter anderem unter AS-Einfluss, ist eine Verzogerung des Effekts zu
beobachten (Choi et al., 2008, Potdar and D'Souza, 2010). Dies kdnnte in erster Linie auf eine
Zunahme der AS-vermittelten Hochregulation des proliferationsbezogenen Fos-
Transkriptionsfaktors zuriickzufiihren sein (Kim et al., 2014). In Kontrast dazu, konnte die
getestete entzindliche Mikroumgebung bei den G-MSCs bei einer langer anhaltenden
Stimulation zur Seneszenz (Zhou et al.,, 2017) fihren, welches den Stillstand des
Zellwachstums nach der Zellteilung beschreibt. Dies konnte die hohe Zellzahl unter AS und die

reduzierte B-Catenin Konzentration erklaren.

Ferner kann die andauernde Stimulation, insbesondere mit TNF-a, die Selbst-Seneszenz von
Stamm- und Progenitorzellen unterstiitzen. Besonders in Gegenwart von IFN-y und einer
Kultivierung in geringer Zelldichte, welches in der KBE deutlich wurde, ist dies beschrieben.
Obwohl die IFN-y-induzierte Umwandlung der nicht-apoptotischen Form des TNF-Rezeptors
superfamily member 6 (Fas) eine Caspase3 und Caspase8 abhangige pro-apoptotische
Kaskade einleitet und zu einem vermehrten Zelltod fihrt, konnte eine direkte Induktion der
Caspase-Kaskade nicht festgestellt werden. Unklar ist, wie IFN-y die Fas-Expression erhoht.
Eine Vermutung ist, dass ein synergetischer Effekt von TNF-a und IFN-y fiir eine erhéhte Fas-
Expression auftritt (Liu et al., 2011b). Denn auch in dieser Studie wurde unter Verwendung

beider Zytokine ein vermehrter Zelltod der G-MSCs in der EM-Gruppe beobachtet.

Wird jedoch ein kurzzeitiger Entziindungsstimulus betrachtet, so stellt sich die Vermutung auf,
dass durch die Aktivierung des Wnt/Ca2+ Signalwegs eine héhere Zellproliferation (Liu et al.,
2011a) induziert wird. Dies wurde durch die Reduzierung der B-Catenin Konzentration in den
experimentellen Gruppen deutlich. Der Wnt/B-Catenin-Signalweg ist fur die Regulation der
Knochenbildung und ihrer Homoostase zustandig. Studien untersuchten den Signalweg unter
verschiedenen modulierenden Einfliissen, wie z.B. verschiedene Zytokine oder AS (Liu et al.,
2011a, Kong et al.,, 2013). Liu et al. lieferte Hinweise darauf, dass eine Aktivierung des
intrazellularen B-Catenins zu einer hoheren Proliferationsrate filihrt, jedoch zu einer Reduktion
der osteogenen Differenzierung unter einem Entziindungsmillieu. Dies war in unseren Studien
nur bedingt zu beobachten, denn unter einem kombinierten Einfluss von AS und EM wurde
sowohl die Proliferation als auch das osteogene Potential gesteigert. Dies ist an der erhéhten
ALP-Expression in der PCR und der erhéhten Kalzium-Konzentration in der Quantifizierung der

Zellen nach Differenzierung zu sehen.
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Ferner wurde vermutet, dass TNF-a in entzlindlichen Prozessen ein Schliisselmediator ist, der
die Osteogenese von MSCs in einer entzlindlichen Mikroumgebung hemmt (Kong et al., 2013).
Durch die Deaktivierung des B-Catenin-degradierenden Enzyms Glykogen-Synthase-Kinase
(GSK3) wird eine intrazelluldare Akkumulation von [B-Catenin und die anschlieRende
Translokation zum Zellkern induziert. Dies fihrt des Weiteren zu einer Aktivierung von
lymphocyte enhancer-binding factor-1 (LEF1) und Inhibition der RUNX2/Osterix assoziierten
Osteogenese (Kong et al., 2013). LEF1 ist ein nuklearer Effektor des Wnt-Signalwegs. Es wird
angenommen, dass LEF1 unter Wechselwirkung mit B-Catenin als Regulator flir RUNX2
fungiert und somit Einfluss auf die Proliferation von Osteoblasten besitzt. Dabei flihrt eine
B-Catenin verstarkte LEF1-abhdngige RUNX2-Unterdriickung zu einer Minderung der
Osteogenese (Kahler and Westendorf, 2003, Kong et al., 2013).

Hingegen wird durch die Aktivierung des Signalwegs durch AS, eine intrazelluldre Kaskade
ausgelost, in der die Translokation von B-Catenin in den Zellkern zu einer Expression von Wnt-
Zielgenen die Folge ist. Sie flihren zu einer Beeinflussung des Wachstums der Zelle und ihrer
Proliferation. Ist ein geringer B-Catenin Spiegel im Zytosol aufzufinden, so kann sich dieser
stimulierend bei der Knochenregeneration und -reparatur (Liu et al., 2011a) und der

Differenzierung von G-MSCs (Kong et al., 2013) auswirken.

AS ist allgemein dafiir bekannt, nicht nur das Zellwachstum, den zellularen Stoffwechsel und
die Morphogenese wihrend der Osteogenese (Ishikawa et al., 2004, Carinci et al., 2005) zu
beeinflussen, sondern auch die Produktion der Extrazelluldrmatrix zu modulieren (Yu et al.,
2014). Ishikawa et al. stellte fest, dass AS eine erhohte ALP-Aktivitat (iber die Typ-1-Kollagen
Produktion in PDSLCs induziert (Ishikawa et al., 2004, Carinci et al., 2005). Ferner erhoht AS
die Expression von a2B1-Integrin, welches die Bindung von Zellen zueinander und an
Extrazelluldarmatrix erleichtert. Diese Komponenten fiihren zu einer Regulierung von
zelluldaren Funktionen, welche unter anderem ihre Proliferationsfahigkeit als auch ihre
Differenzierung und Apoptose beinhalten. Es wurde gezeigt, dass AS die osteoblastische
Differenzierung von PDSLCs durch die Interaktion zwischen Typ-1-Kollagen und a2B1-Integrin
fordert. Parallelen zu den Ergebnissen von Ishikawa et al. konnten wir in der aktuellen
Versuchsreihe feststellen. Unabhangig davon, ob AS isoliert oder in Kombination mit dem EM

verwendet wird, zeigt sich eine verbesserte osteogene, adipogene und chondrogene
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Differenzierung der Zellen durch die Stimulation. Jedoch erscheint besonders die Kombination

mit beiden Komponenten vorteilhaft fir die multilineare Differenzierung der G-MSCs.

Zusammenfassend weisen die aktuellen Ergebnisse in einer kontrollierten, geringgradigen,
entzindlichen Mikroumgebung auf verbesserte Eigenschaften von G-MSCs hin, besonders in
Gegenwart von AS. Die beobachteten Veranderungen beziiglich der Proliferation scheinen mit
der Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalweges zusammen zu hangen. Daher wiirde die
festgestellte intrazelluldre Reduzierung der B-Catenin Konzentration, neben einer verstarkten
Proliferation, die Differenzierungskapazitat der G-MSCs erhohen. Bemerkenswerterweise
zeigte sich die groRte multilineare Differenzierungsfahigkeit in der EM/AS-Gruppe, was
wiederum, dhnlich ihren Auswirkungen auf die Bestdndigkeit des Stammzellcharakters, auf

eine mogliche vorteilhafte Wirkung ihrer kombinierten Anwendung deutet.

Ahnlich wie in friheren Studien konnte eine prazise Mikroumgebung mit
Entziindungszytokinen die Zellproliferation in der friihen Phase der Wundheilung férdern,
wahrend die Zugabe von AS eine Verstdrkung bei der Proliferation in Langzeitkulturen
aufweist. Ferner kann das kontrollierte entziindliche Milieu als auch AS die Expression von
Pluripotenzmarkern sowie das Differenzierungspotential von G-MSCs unterstiitzen. Die

kombinierte Supplementierung zeigte ihre vorteilhafte synergetische Wirkung.

Schlussfolgernd zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass besonders wahrend einer friihen
anfanglichen Entziindung, die von einer langanhaltenden AS-Anreicherung abgel6st wird und
schliefRlich die Kombination beider Komponenten in der Endphase der Differenzierung von
Erfolg verspricht. Dies ist eine Systematik, die die Eigenschaften von Stamm- und
Vorlauferzellen, genauer die Proliferation und Differenzierung, férdern kann. AS und EM
bieten beide vorteilhafte, unterstitzende Effekte fiir die Kernphasen der Wundheilung und

konnen flir parodontale regenerative Therapieansatze ausschlaggebende Ergdnzungen sein.
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5. Zusammenfassung

Parodontitis ist eine entziindliche Erkrankung des gesamten Zahnhalteapparates, die mit einer
bakteriellen Dysbiose assoziiert ist. Ihre klinischen Charakteristika sind: Zahnfleischbluten,
Knochenverlust, und die daraus resultierende Zahnlockerung, und der Zahnverlust. Die
kennzeichnende Entziindung dient primar der Immunabwehr; klingt sie jedoch im
Krankheitsgeschehen nicht ab und wird verstarkt, fiihrt dies zur Parodontitis. Dabei sind in der
Entziindung besonders Interleukin-1p (IL-1B), Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und
Tumornekrose Faktor-a (TNF-a) typische Zytokine, welche ihren Werdegang orchestrieren.
Gingivale mesenchymale Stammzellen haben in den letzten Jahren ihre vielversprechenden
regenerativen und immunmodulatorischen Eigenschaften gezeigt. Sie sind im Gegensatz zu
anderen adulten mesenchymalen Stamm-/Vorlduferzellzellen reichlich vorhanden, leicht
zuganglich und durch minimalinvasive Zellisolierungstechniken leicht zu beziehen.
Ascorbinsdure als Antioxidans hat bereits erwiesenermalen einen modulierenden Einfluss auf
das entziindliche Milieu. Ferner zeigt Ascorbinsdure ihre Wirksamkeit in Bezug auf die
Proliferation von Stamm- und Progenitorzellen, der Bestandigkeit ihres Stammzellcharakters
und ihres Differenzierungspotentials. Auerdem hat Ascorbinsdure Einfluss auf intrazellulare
Signalwege, das Zellwachstum und die Apoptose.

In dieser Studie wurden mesenchymale Stammzellen aus resezierter Gingiva (n = 5) mit Hilfe
von magnetic activated cell sorting isoliert und kultiviert. Als Grundlage dieser Studie wurden
nach Dominici et al. die isolierten Zellen in Bezug auf ihren Stammzellcharakter geprift. Dies
beinhaltet unter anderem ihre Fahigkeit zur Plastikadharenz, die Bildung von
koloniebildenden Einheiten Gber 14 Tage, ihr multilineares Differenzierungspotential und die
Expression von den Oberflichenmarkern CD73, CD90 und CD105 anhand der
Durchflusszytometrie.

Die Kernuntersuchung befasst sich mit dem Verhalten von gingivalen mesenchymalen
Stammazellen unter dem Einfluss von einem Entziindungsstimulus und Ascorbinsdure — dies
isoliert und in Kombination. Unterteilt in vier experimentelle Gruppen unterliegen sie einem
Kontrollmedium (M1-Gruppe), der Erweiterung des Kontrollmediums durch Zugabe von
1 ng/ml IL-1B, 10 ng/ml TNF-a und 100 ng/ml IFN-y als Entziindungsmedium (EM), einem

Kontrollmedium mit 250 pumol/l Ascorbinsdure als AS-Gruppe und einer Erganzung des
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Entziindungsmediums mit 250 umol/I Ascorbinsdure (EM/AS-Gruppe). Nach Stimulation der
gingivalen mesenchymalen Stammzellen wurden die intrazelluldare B-Catenin Konzentration
nach 1 h, ihre Genexpression fiir Pluripotenzmarker Nanog, Oct4 und Sox2 nach
24 h, 72 h und 120 h, sowie die Fahigkeit zur Formung von koloniebildenden Einheiten und
ihre zelluldre Proliferation Gber 14 Tage hinweg untersucht. Die Differenzierung mehrerer
Abstammungslinien wurde durch Aufstellung von einer osteogenen, adipogenen und
chondrogenen Differenzierungsreihe begutachtet. Diese wurden mittels qualitativer und
guantitativer Histochemie sowie der Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion bewertet.

Die Ergebnisse zeigen eine signifikante Reduktion von intrazelluldren B-Catenin in den
Versuchsgruppen. Die Zellzahlen sind anfanglich in der M1- und EM-Gruppe héher, gefolgt
von der AS-Gruppe. Die hochste Anzahl von koloniebildenden Einheiten nach 14 Tagen sind in
der AS-Gruppe zu sehen. Eine signifikant hohere Nanog-Expression wurde in der AS-Gruppe
beobachtet. Ein signifikante multilineares Differenzierungspotential wurde von der EM/AS-
Gruppe demonstriert.

Schlussfolgernd flihrt der Einfluss von kontrollierten Entziindungs- und Ascorbinsaurestimuli
zu einer Verbesserung des Stammzellcharakters sowie Proliferations- und Differenzierungs-
potentials von gingivalen mesenchymalen Stammzellen. Dabei zeigt die Kombination des
entzindlichen Milieus und Ascorbinsadure synergetische Effekte, die mit der Aktivierung des
Whnt/B-Catenin-Signalwegs verbunden sind. Eine temporare kurzfristige Entzindungs- und
Ascorbinsdurestimulation kdénnte ein neues Schema zur Verfeinerung der Eigenschaften von

gingivaler mesenchymaler Stammzellen in regenerativen Ansatzen bieten.
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