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1. Einleitung

1.1 Humane mesenchymale Stammzellen: Definition und Therapieoptionen

Moralische und gesetzliche Kontroversen, die sich um die Verwendung totipotenter
embryonaler Stammzellen in Forschung und Therapie ergaben, fuhrten zu einer
intensiven Suche nach mdglichen Reservoiren von undifferenzierten Primordialzellen
im adulten Organismus. A. J. Friedenstein und S. Piatetzky beschrieben bereits 1966
als erste mesenchymale Stammzellen als knochenbildende Nachkommen von
Stromazellen, die sie aus dem Knochenmark von Ratten gewonnen hatten [24]. Die
Gruppe um Friedenstein war es auch, die 1987 zum ersten Mal Methoden zur
Isolierung, Kultivierung sowie Differenzierung dieser Zellpopulation entwickelte und
publizierte [23]. Seit einigen Jahren bereits stehen nun die adulten mesenchymalen
Stammzellen im Mittelpunkt des internationalen Interesses von Forschern und
Patienten, deren Hoffnungen sich auf die zahlreichen potentiellen Therapieoptionen
richten, die mit dieser, wahrend des gesamten Lebens prasenten, pluripotenten

Zellart inzwischen verbunden sind.

Die am leichtesten zugangliche und ergiebigste Quelle fir mesenchymale
Stammzellen im erwachsenen Menschen stellt das Knochenmark dar. Dariber
hinaus konnten MSCs allerdings auch aus anderen Geweben wie z. B. Fett [123,71],
Haut [110] oder Knochen [105] isoliert werden.

Differenzieren konnen sich MSCs nach entsprechender Stimulierung auf3er in
mesenchymale Zellen wie Knorpel-, Knochen-, Fett- und Skelettmuskelzellen [90]
neueren Erkenntnissen zufolge auch in Gewebe anderen Ursprungs wie z. B.
Neuronen, Astro- [51,61] und Kardiomyozyten [74]. Da  diese
Spezialisierungsmoglichkeiten zwar vielfaltig, jedoch nicht unbegrenzt sind, gelten
adulte mesenchymale Stammzellen im Gegensatz zu den embryonalen nur als
pluripotent. Kénnte man diese Einschrankung als negativ bewerten, so sind
mittlerweile jedoch auch einige viel versprechende Vorziige der MSCs bekannt: Sie
sind ebenfalls, wenn auch nicht unendlich, zur ,Selbsterneuerung” bzw. ,-ersetzung*
befahigt, lassen sich einfach gewinnen, unproblematisch und schnell vervielfaltigen

(500fache Zellzahl in nur 12 Tagen in vitro [97]) und inzwischen hilft das Wissen um



das Vorhandensein bzw. das Fehlen multipler Oberflachenmarker bei ihrer
Identifizierung und Abgrenzung von anderen Zelllinien [90,28,102]. Zu diesem Zweck
kbnnen daruber hinaus mdglicherweise demnéchst auch bestimmte von MSCs

exprimierte Zytokine und Adhasionsmolekiile verwendet werden [73,35].

Ohne die entsprechenden Stimuli verharren die mesenchymalen Stammzellen in
ihrem undifferenzierten Zustand und bilden so ein dauerhaft bestehendes Reservoir
nicht nur, wie bis vor kurzem noch gedacht, fiir Zellerneuerungen und Reparaturen in
Geweben wie Herzmuskel und Nerven, deren Regenerationpotential als sehr
eingeschrankt gilt, sondern gegebenenfalls auch als Therapeutika anderer,
schwerwiegender Krankheitsbilder. Wahrend MSCs in der Behandlungen des
Myokardinfarktes schon seit einigen Jahren mit Erfolg versprechenden Resultaten
der Herzmuskelregeneration eingesetzt werden [83,84,11,12,45,108,113,52,88,89],
geben zwei relativ neu gewonnene Erkenntnisse Uber extraordinare Eigenschaften
dieser Zellen Anlass zur Hoffnung auf ausgedehntere Anwendung. Dies sind zum
einen, nachdem die erstaunlich zielstrebige Wanderung der MSCs zu defektem
Gewebe schon mehrmals beobachtet werden konnte [10,31], die nun
nachgewiesene Fahigkeit zur transendothelialen Migration [94], die neben der
lokalen auch eine systemische Verabreichung der Zellen sinnvoll erméglicht [4] und
zum anderen die Entdeckung immunsuppressiver Tendenzen auf mehreren Ebenen
der zellularen Abwehr [69,16,62,78,118], welche aul3er der autogenen auch eine
allogene Transplantation durchfiihrbar erscheinen lasst [8,72,54]. Dartber hinaus
fuhrt letztgenannte Eigenschaft zu grof3en Erwartungen in der bislang aussichtslosen
Therapie der steroidrefraktdren Graft-versus-Host-Disease [70,91]. Auch soll die
Behandlung mit hamatopoetischen Stammzellen in der simultanen Verabreichung mit
MSCs durch Verminderung von Abstol3ungsreaktionen vereinfacht werden, wovon
sowohl Patienten mit hamatologischen Erkrankungen, als auch nach aggressiven
Chemotherapien profitieren wirden [68,22,71,59]. Des Weiteren ist augenblicklich
Gegenstand intensiver Forschung der Einsatz von MSCs bei neurologischen
Erkrankungen wie amyotrophe Lateralsklerose und Infarkt [77,11,12], zur
Vermeidung von Restenosen nach Stentimplantation bei Gefaldverschlissen [109,3],
sowie in der Therapie von Osteogenesis imperfecta [36,37,38] und komplizierten
Knochenbrtichen [92], Peridontitis [aktuelle Studie des Translational Research
Informatics Center in Japan] sowie von Hurler-Syndrom und metachromatischer
Leukodystrophie [60].
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1.2 bFGF und sein Einfluss auf MSC

Obwohl zahlreiche klinische Studien Therapieerfolge mit adulten mesenchymalen
Stammzellen beschreiben, sind bis zum heutigen Tage viele Mechanismen auf zell-
und molekularbiologischer Ebene, die zu diesen Ergebnissen fihren, weitestgehend
unbekannt. Da das bessere Verstandnis von Proliferation, Differenzierung und
Migration dieser Zellen zu der Entwicklung effektiverer Kulturbedingungen und
schlie3lich auch zu gezielterem Einsatz von MSCs fuhren wirde, stehen mdgliche,

diese Vorgéange beeinflussende Faktoren, im Mittelpunkt intensiver Forschung.

Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF oder auch FGF2) ist eines der insgesamt 22
Mitglieder der FGF-Familie von Vertebraten. Es ist ein kérpereigenes Polypeptid, das
wahrend der embryonalen Entwicklung unter anderem die Zellproliferation, -migration
und —differenzierung reguliert [86]. Wahrend einige FGFs alleine wahrend dieser
Periode vorkommen, gehort FGF2 zu jenen, die auch im erwachsenen Organismus
bei wichtigen Aufgaben mitwirken. Dazu z&hlen zum Beispiel die Aufrechterhaltung
der Zellhomoostase, Reaktionen auf Verletzungen, Erneuerung von Gewebe sowie
die Mitwirkung in der neuronalen Signaltransduktion. Falsch exprimiert kénnen
manche FGFs allerdings auch an der Entstehung von Tumoren beteiligt sein. Anders
als die meisten FGFs wird bFGF genauso wie FGF1 nicht sezerniert sondern
befindet sich normalerweise sowohl auf der Zelloberfliche wie auch in der
extrazellularen Matrix. Einige Formen von FGF2 mit hohem Molekulargewicht
verfugen Uber extra Signhalsequenzen, welche fur diesen Wachstumsfaktor eine
Lokalisation im Kern festlegen. Die Funktion dieser im Nucleus lokalisierten FGFs ist
bislang jedoch unbekannt. Freigesetzt wird FGF2 entweder von beschadigten Zellen
oder durch einen vom endoplasmatischen Retikulum-Golgi-Signalweg unabhangigen
Exozytosemechanismus [86]. Therapeutischen Einsatz findet bFGF bereits in der
Induktion von Angiogenese bei cardio- bzw. gefal3chirurgischen Patienten
[66,93,115].

In Bezug auf die Forschung mit mesenchymalen Stammzellen ist bisher bekannt,
dass bFGF die Proliferation unterstiitzt und die Differenzierung in Richtung der
osteogenen Linie begunstigt, wahrend die neurogene Entwicklung eher inhibiert wird
[111,103,104]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass sich unter Einfluss von FGF2

die Lebensdauer von tierischen, aber auch von humanen MSCs in vitro verlangert
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und ihr adipogenes wie auch osteogenes Potenzial Gber zahlreiche Mitosen hinweg
erhalten bleibt [111]. Auf die immunosuppressiven Eigenschaften der MSCs scheint
bFGF einen verstarkenden Einfluss zu haben [104]. Des Weiteren konnte neuerdings
der Nachweis erbracht werden, dass nicht nur der stromal cell-derived factor (SDF)-1
und der vaskuldre Wachstumsfaktor VEGF chemotaktisch auf Stamm- bzw.
Progenitorzellen in vivo wirken [48,80] sondern auch FGF2 die Migrationsbereitschaft
der MSCs steigert [95]. In diesem Zusammenhang erscheint auch die Beobachtung
sinnvoll, dass Fibroblasten unter hypoxischem Stress bFGF sezernieren [64,107], da
nun der Schluss nahe liegt, durch Sauerstoffmangel gefahrdetes Gewebe kdnnte
durch dieses Zytokin gewissermal3en die Hilfe der pluripotenten Stammzellen
herbeifiihren.

Wissend, dass sowohl die Proliferation und Differenzierung, als auch die Migration
der mesenchymalen Stammzellen von bFGF beeinflusst wird, stellt sich nun die
Frage, wie genau sich dieser Einfluss auf zellularer Ebene beschreiben lasst. Welche
Effekte erzielt der Wachstumsfaktor in der intrazellularen Signaltransduktion der

MSCs? Wo greift er ein? Welche Anderungen sind zu beobachten?

1.3 Intrazelluléare Signaltransduktion

Die Anforderungen an eine Zelle miussen standig an die Erfordernisse der Zelle
selbst oder des Gesamtorganismus angepasst werden [96]. Wenn ein Hormon oder
ein Wachstumsfaktor an einen Rezeptor bindet, werden zahlreiche Prozesse initiiert,
welche zu koordinierten Verédnderungen der Enzymaktivitat und Genexpression der
Zelle fuhren. Die Schritte, welche in die intrazellulare Signaltransduktion involviert
sind, umfassen die Aktivierung von membranstadndigen oder intrazellularen
Rezeptoren, die Mobilisierung von sekundaren Botenstoffen wie cAMP und
Calciumionen, sowie die Aktivierung und Inhibition von Proteinkinasen und
Phosphatasen. Durch die geschatzte Anzahl von bis heute identifizierten 1000
Proteinkinasen und ca. 500 Phosphatasen wird die Komplexitat des
Signaltransduktions-Netzwerkes veranschaulicht [15]. In dieser Arbeit sind besonders
der Ras/MAPK- sowie der PI-3Kinase/AKT-Pathway von Interesse. Diese werden
vornehmlich Gber FRS2alpha und —beta angestol3en, zwei Mediatoren, welche durch
FGF-Stimulierung und der daraus folgenden Phosphorylierung intrazellulare
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Signaltransduktionskaskaden zur Kontrolle der Zellproliferation und -differenzierung,

sowie der Zellmigration, der Zellstruktur und des Uberlebens der Zelle, auslésen [20].

Zu den mitogenaktivierten Proteinkinasen (MAPK) zahlen die Jun N-terminus Kinase
(JUNK), p38 und die extrazellular regulierte Kinase (ERK). Gesichert ist, dass
MAPKSs wichtige Rollen in der Zellproliferation und —differenzierung, der Reaktion auf
Entzindung und andere Arten von Stress sowie der Onkogenese ubernehmen [49].
Zusétzlich beschrieben 2004 Huang und Mitarbeiter ihren begriindeten Verdacht,
dass diese Gruppe von Serin/Threonin spezifischen Proteinkinasen ebenfalls

wesentlich an der Zellmigration, besonders von Fibroblasten, beteiligt ist [40].

Herauszufinden, ob auch in mesenchymale Stammzellen nach bFGF-Stimulation
eine Aktivitdtszunahme dieser drei Enzyme nachweisbar ist und sich damit ein
Hinweis auf die ablaufenden Signalkaskaden unter dem Einfluss dieses Zytokins
ergibt, war ein Ziel dieser Arbeit. Zu diesem Zweck untersuchten wir MSCs mit und
ohne vorherige Wachstumsfaktor-Inkubation nach immunohistochemischer
Behandlung mikroskopisch auf densitometrische Veranderungen.

Die AKT-Serin/Threonin-Kinase (AKT1) wurde 1991 zeitgleich zweimal in
unterschiedlichem Zusammenhang entdeckt. Zwei Arbeitsgruppen waren auf der
Suche nach weiteren, den bereits bekannten Proteinkinasen A und C verwandten
zellularen Kinasen und gaben ihrer Neuentdeckung folglich den Namen PKB [50,13],
wahrend Bellacosa und Kollegen die ihre als ein Onkogen des Retrovirus AKT8
beschrieben und v-akt nannten [6]. AKT2 und AKT3 wurden spéater als homologe
Isoformen kloniert. Alle drei Formen werden ubiquitar exprimiert, wobei es der
Gruppe um Z.-Z. Yang und O.Tschopp in Versuchen mit Knock-out-Mausen gelang,
die unterschiedlichen Aufgaben von AKT1,2 und 3 zu spezifizieren. Ihren
Ergebnissen zufolge sind AKT1 und 2 unverzichtbar fur das Zellwachstum, wobei
AKT2 zusatzlich entscheidend auf den Glucosestoffwechsel einwirkt. Mause ohne
AKT3-Expression fielen durch besonders kleine Gehirne auf [116]. Des Weiteren
reguliert AKT bekanntermalRen Zellproliferation und Apoptose, Angiogenese,
Genomstabilitat, Zellinvasion und auch die Zellmigration. [117,75]. Schon seit
langerem wird vermutet, dass AKT als ein Hauptsubstrat der Phosphatidylinositol-3-
kinase in entscheidender Weise an der Tumorgenese beteiligt ist, indem es z. B. das
Tumorsuppressorgen PTEN durch Phosphorylierung inaktiviert und somit die

Apoptose von entarteten Zellen verhindert [112,87].
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Ob der Einfluss des Wachstumsfaktors bFGF auch Expressionsverdnderungen
dieser Proteinkinase bewirkt, welche im weiteren Verlauf des Signalwegs dann zu
Veranderungen, bzw. Induktion bestimmter Regelkreise innerhalb der MSCs fihren

kénnten, war ebenfalls ein Ziel unserer Untersuchungen.

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein ubiquitdr vorkommender sekundarer Botenstoff, der in
verschiedenen Zellsystemen nachweislich bei der Regulation von Zellproliferation
[29,122], -apoptose [17] und —migration [18,82], sowie der Angiogenese [81,121]
beteiligt ist. AuRerdem bewirkt NO eine Gefalirelaxation [27] und erhdhte
GefaRpermeabilitat, welche im Rahmen einer Entziindungsreaktion zu Odemen fuhrt
[32]. Bekannt sind drei NO-Synthasen: die neuronale NOS, die induzierbare NOS
sowie die hier ndher beleuchtete endotheliale NOS (eNOS). Alle drei bewirken eine
Konversion von L-Arginin in Citrullin, eine Reaktion bei der als physiologischer
Metabolit NO entsteht. Die Steuerung von eNOS wird unter anderem durch
Phosphorylierung verschiedener Serin- oder Threonin-Seitenketten gesteuert. In
Endothelzellen erfolgt eine Aktivierung und damit eine erhdhte NO-Produktion z. B.
durch die Proteinkinase AKT, welche eine Phosphatgruppe auf die Seitenkette
Serll177 ubertragt [26]. Forschern unter der Leitung von Koh Kawasaki gelang es zu
beweisen, dass die durch NO induzierte Migration der Endothelzellen Gber diesen
AKT/PI13-Pathway initiiert wird [53]. Eine Hemmung der eNOS wird hingegen durch
die extrazellular regulierte Kinase ERK und deren Phosphorylierung von Threonin495

verursacht [41].

Des Weiteren ist bekannt, dass Wachstumsfaktoren und NO sich gegenseitig
beeinflussen. Am Beispiel der trotz VEGF defekten Angiogenese bei eNOS-
defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass die Auslosung der Gefal3bildung
via der endothelialen NO-Synthase erfolgt [25]. Im Falle von bFGF haben die
Ergebnisse von Ziche M. und Mitarbeitern demonstriert, dass NO uber die Induktion
endogener bFGF-Anreicherung zu einer erhdhten Proliferationsrate von

koronarventsen endothelialen Zellen beitragt [118].

Welche Rolle eNOS in mesenchymalen Stammzellen zukommt ist bislang noch
wenig erforscht. Klinz und Kollegen postulierten 2004, dass an unterschiedlichen
Seitengruppen phosphorylierte eNOS in bestimmten Zellkompartimenten zu finden
seien und dort wichtige Rollen in dem Lebenszyklus von proliferierenden

mesenchymalen Stammzellen Uberndhmen. Diese Schlussfolgerung zog die
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Arbeitsgruppe aus der Beobachtung, dass im Zellkern besonders kurz vor der Mitose

Serll4 Serll77
S S

eine Anreicherung von peNO nachzuweisen war, wahrend die peNO

Uberwiegend im Zytoplasma detektiert wurde [58].

In dieser Studie markierten wir pENOSS®™6 1177 ynd ™% yor und nach bFGF-
Inkubation um herauszufinden, ob die endotheliale NO-Synthase Uberhaupt und
wenn in welchem Phosphorylierungszustand eine Rolle in der durch bFGF
ausgeldsten Signaltransduktionskaskade tbernimmt.

1.4 Ziel der Arbeit

Wie beschrieben sind trotz der mittlerweile bereits recht breit gefacherten
Anwendungen von MSCs viele Aspekte ihres Wirkens noch unklar. Diese
Untersuchungen begrinden sich auf der Motivation, einen Beitrag zur Erforschung
der molekularbiologischen Mechanismen von adulten, mesenchymalen Stammzellen
zu leisten. Wir folgten der Vorstellung, dass ein genaueres Verstandnis der
intrazellularen Abldufe und Charakterisierung von den auf den Zellzyklus
einwirkenden Faktoren, zu einer effektiveren Kultivierung und einem gezielteren
therapeutischen Einsatz dieser viel versprechenden Zellen beitragen kann. Im Fokus
unserer Untersuchungen stand speziell der Einfluss des Wachstumsfaktors bFGF auf
die Signaltransduktion der Zelle. Besonderes Augenmerk richteten wir dabei auf die
Wirkung dieses Zytokins auf die MAP-Kinasen p38, JUNK und ERK, die
endothelialen NO-Synthasen sowie die AKT. Alle Versuche fuhrten wir gesondert im
Hinblick auf die phosphorylierten Formen dieser Proteinkinasen durch um auch eine
maogliche Beeinflussung der Ergebnisse durch den Aktivitdtszustand zu erfassen.

15



2. Material und Methoden

Um herauszufinden, wie sich bFGF auf die Signaltransduktion in mesenchymalen
Stammzellen auswirkt, wurden in dieser Studie Zellen von insgesamt drei Patienten
untersucht. Ebenfalls Uberprift wurde hierbei eine eventuelle Zeitabhangigkeit,
indem wir eine Inkubationszeit von 48 h einer Inkubationdauer von nur 4 h
gegenuberstellten. Zu jeder Versuchsreine wurden Kontrollen ohne Zusatz
durchgefiihrt. Acht bis elf Antikorper durchliefen die Testung. Insgesamt wurden 50
Zellen pro Antikdrper (25 mit und 25 ohne bFGF) ausgemessen. Um herauszufinden
welchen Einfluss der Wachstumsfaktor bFGF auf humane mesenchymale
Stammzellen nimmt, verwendeten wir folgende Gerate und Materialien flr unsere

Versuche.

2.1 Liste verwendeter Materialien und Gerate

Gerate
* Mikroskop Eclipse E200 mit 40er VergroRerungsoptik
Firma Nikon, Minchen
* Beckman Coulter Epics XL + Expo 32 software
« 70 pm Nylonsieb (Falcon®)
Firma Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes; NJ; USA)
* Mikropipetten
Firma Eppendorf, Hamburg

Zellkultur

« a-MEM (GIBCO®)
Firma Invitrogen, Karlsruhe

« Fetal Calf Serum (FCS) (GIBCO®)
Firma Invitrogen, Karlsruhe

« Penicillin/Streptomycin (GIBCO®)
Firma Invitrogen, Karlsruhe

¢ L-Glutamin (GIBCO®)
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Firma Invitrogen, Karlsruhe Accutase ™

PAA Laboratorien, Colbe

100 mm Zellkulturschalen (Falcon ©)

Firma Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes; NJ;USA
Gewebekulturplatten (Nunc®)

Firma Invitrogen, Karlsruhe

Ficoll-Paque™ Plus

Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden

PBS ohne CaCl, und MgCl, (GIBCO®)

Firma Invitrogen, Karlsruhe

Grundchemikalien

Paraformaldehyd

Methanol

H20;

Ammoniumchlorid

NacCl

HCL

Aqua dest.

Trishydroxymethylamminomethan

NaOH

Alle Chemikalien stammen von der Firma Merck, Darmstadt

Additive

Bovine-Serum-Albumin (BSA)

Firma Sigma Chemical Company, St. Luis, MO; USA
Triton X-100

Firma Sigma Chemical Company, St. Luis, MO; USA

Marker

Horse-Redish-Peroxidase (HRP-Komplex)

Firma Amersham LIFE SCIENCE, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK

DAB-Entwicklung

0,1 M PBS (GIBCO®)

17



Firma Invitrogen, Karlsruhe

DAB-LOsung

Firma Sigma Chemical Company St. Luis, MO; USA
NH4CL

NiSO4

Glucose 10%

Glucose — Oxidase

Alle Chemikalien kommen von der Firma Merck, Darmstadt

Wachstumsfaktor

Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), Rind rekombinant, Lyophilisat

Firma Boehringer, Mannheim

Primarantikorper

Rabbit anti-JNK1 (C-17): sc-474, 1:50

Santa Cruz Biotechnology, Inc.; USA

Mouse anti-pJNK (G7):sc-6254, 1:400

Santa Cruz Biotechnology, Inc.; USA

Rabbit anti-p38 MAP-Kinase (Nr. 9212), 1:250
Cell Signaling Technology, Inc.; USA

Rabbit anti-AKT1/PKB (Nr. 17538), 1:1000
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY; USA
Rabbit anti-pAKT1/PKB (Nr.21161), 1:500
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY; USA
Rabbit anti-MAP-Kinasel/2 (Erk1/2-CT), (Nr. 19915), 1:400
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY; USA
Rabbit anti-p-MAP-Kinasel/2 (ERK1/2), 1:400
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY; USA
Rabbit anti-p-eNOS (Serl116), (Nr.22407), 1:500
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY; USA
Rabbit anti-p-eNOS (Ser1177), (Nr.24371), 1:500
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY; USA
Rabbit anti-p-eNOS (Thr495), (Nr.24245), 1:500
Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY; USA
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Sekundarantikdrper

* Biotinylierter goat anti-mouse-AK;
Firma Dako, Hamburg

» Biotinylierter goat anti-rabbit-AK;
Firma Dako, Hamburg

2.2 Stammzellkultur

In dieser Studie wurden humane mesenchymale Stammzellen von 3 Patienten
verwendet. Gewonnen wurden die Zellen aus dem Knochenmark des Femurs und
der Hifte. Alle Untersuchungen wurden mit Einverstandnis der Ethikkommission der
Universitdt zu Koln durchgefiihrt. Die gesamten Daten wurde im Sinne der

Deklaration von Helsinki erhoben.

Die Betreuung der Stammzellen wie auch das Ansetzen des Mediums und das
Sterilisieren der Instrumente Ubernahmen die biologisch-technischen Assistentinnen
des anatomischen Institutes bzw. der Deutschen Sporthochschule Kéln. Der gesamte

Arbeitsvorgang fand in der S1-Zellkultur unter sterilen Bedingungen statt.

Die Knochenmarkaspirate wurden durch ein 70 um Nylonsieb (Cell Strainer, Falcon;
Becton Dickinson) gefiltert, die so gewonnene Zellsuspension auf 15 ml Ficoll-
Paque™ Plus (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden) gegeben und fiir
30 Minuten mit 800 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen
der einkernigen Zellen mit Mg*- und Ca®*-freiem PBS-Puffer wurden die Zellen in 100
mm Zellkulturschalen bei 95% Luftfeuchtigkeit und 5% COz2 kultiviert. Als Medium
dienten 10 ml alpha- modified eagle medium (a-MEM, 20% (v/v) FCS, 200 puM L-
Glutamine, 100 U/ml Penicillin, 100 U/ml Streptomycin). Der erste Wechsel des
Mediums erfolgte am zweiten Tag nach der Kultivierung und wurde im weiteren

Verlauf zwei mal wochentlich durchgefihrt.

Eine Passage erfolgte sobald die Stammzellen eine 80 bis 90 prozentige Konfluenz
aufwiesen. Zum Abldsen der Zellen wurde Accutase™ verwendet, eine Lésung aus
EDTA, Natrium und Phenol-Rot in PBS-Puffer. Bei diesem Vorgang, wie auch fur alle
anderen Experimente wurden die Stammzellen mit einer Dichte von 2000 Zellen/cm?

ausplatiert. Bis zur dritten Passage fanden die Zellen Verwendung.
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Qualtatskontrolle

Die Qualitat der kultivierten MSCs wurde durch mikroskopische Uberpriifung der
Zellmorphologie und —differenzierung, sowie durch FACS—Analyse und CFU-F-Assay

kontrolliert.

Fur die DurchfluRzytometrie wurden die Zellen mit den Antikérpern CD106-FITC,
CD105-PE (Ancell, Bayport USA), CD45-ECD, CD14-PC5 und CD34-PC5 (Beckman
Coulter, Krefeld) inkubiert. Nach 20mindtiger Inkubationszeitzeit bei Raumtemperatur
wurde zwei mal gewaschen und mit dem Beckman Coulter Epics XL und dessen
Expo 32 software gemessen. Bereits publizierten Daten entsprechend wurden die
mesenchymalen Stammzellen als CD14, CD34, CD45 negativ und CD105 sowie
CD106 positiv eingestuft [89].

Um das Proliferationspotential der Zellen zu definieren wurde der CFU—-assay wie
folgt durchgefuhrt: Die Zellen wurden in 10 cm Kulturschalen (Falcon, Bedford, MA)
mit 20 ml Kulturmedium (Dulbecco’s Modified essential Medium mit 20% fetalen
Kaberserum (FCS)) kultiviert. Um eine Koloniebildung zu begtinstigen, wurden die
Zellen mit geringer Dichte ausplatiert (1,5 x 10000 Zellen/cm?2). Unter diesen
Bedingungen bildeten die Zellen mit fibroblastischem Wachstum Kolonien, deren
GroRe und Anzahl im Folgenden beurteilt wird, wahrend die h&matopoetischen
Zellen abstarben [101].

Ebenfalls wurde die Differenzierungsfahigkeit der Stammzellen untersucht. Hierzu
wurden die Zellen unter Bedingungen kultiviert die entweder eine osteogene oder
eine adipogene Differenzierung beginstigten. Wie bereits von einer amerikanischen
Arbeitsgruppe beschrieben, wurde die osteogene Spezialisierung durch eine
Behandlung mit Dexamethason, [3-Glycerolphosphat, Ascorbat und 10% v/v FBS
induziert, wahrend fur die adipogene Differenzierung neben Dexamethason 1-methyl-
3-isobutylxanthin, Insulin und Indomethazin Verwendung fanden [86]. Analysiert
wurde die Differenzierung zu Fettzellen durch Red-oil-Farbung, die Entwicklung zu

osteogenen Zellen durch von Kossa-Farbung.

20



Wachstumsfaktoren

Um herauszufinden in wieweit der Wachstumsfaktor bFGF Einfluss auf die
Signaltransduktionsablaufe innerhalb der MSC austibt, wurden die Zellen vor der
folgenden Immunohistochemie mit bFGF behandelt. Bei den untersuchten
Stammzellen von zwei Patienten betrug die Inkubationszeit 48 h, bei denen eines
Patienten nur 4 h. Parallel erfolgte eine Kontrolle mit Medium ohne Zusatz des
Wachstumfaktors.

2.3 Immunhistochemie

Prinzip:

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren zum Nachweis bestimmter Protein- und
Gewebestrukturen durch Antikérper. Die hierbei eingesetzten Antikérper zahlen zu
den Gammaglobulinen, einer Gruppe von Eiweil3en, die im menschlichen Kérper eine
wichtige Rolle bei der spezifischen Abwehr spielen. IgG-Antikdrper werden in
Plasmazellen, speziellen B-Lymphozyten gebildet und bestehen aus zwei Anteilen:
dem Fc- und dem y-férmige Fab-Fragment. Wahrend der Fc-Abschnitt spezifisch fur
die Antikorperklasse und das Wirtstier ist, erkennt das Fab-Fragment die
Bindungsregion am Antigen (Epitop). Der bei der Untersuchung verwendete
Priméarantikdrper bindet Uber das Fab-Fragment an das darzustellende Antigen,
wohingegen der Sekundarantikdrper gegen das Fc-Stiick des Primarantikorpers

gerichtet ist, welches er spezifisch markiert und sichtbar macht.

Durchfiihrung:

Um den physiologischen ph von 7,4 konstant zu halten, fanden alle Arbeitsschritte in
Pufferlosungen statt. Nach dem Auswaschen der Fixierldosung wurde die endogene
Peroxidase des Gewebes durch Zugabe einer Lésung aus 3% H,O, und 60%
Methanol gehemmt. Zur Permeabilisierung der Zellmembran, die zu einem leichteren
Eindringen der Antikorper in das Zellinnere fuhren sollte, wurde ein Gemisch aus
0,25% TritonX-100 und 0,5 M Ammoniumchlorid in 0,05 M TBS hinzugefligt. Dabei
sollite aufRRerdem durch die Reaktion der freien Aldehydgruppen mit dem

Ammoniumchlorid die Ausbildung unspezifischer Antikérperbindungen verhindert
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werden. Zwecks Blockierung wurden die Zellen mit 5% BSA in TBS bei
Raumtemperatur fur 60 Minuten inkubiert. Danach erfolgte die Inkubation der Zellen
mit dem Primé&rantikorper Uber Nacht bei 4 . Durch die Kihlung verlangsamten
sich die Reaktionsablaufe, wodurch wiederum unspezifische Bindungen verhindert
werden sollten. Hiernach wurden ungebundene Antikdrper durch mehrmaliges
Waschen mit Pufferlosung entfernt und die MSCs fur weitere 60 Minuten bei
Raumtemperatur mit dem korrespondierenden, biotingebundenen Zweitantikbrper
(Verdiinnung 1:400) inkubiert.

Zur Detektion fand ein aus Meerrettich gewonnener Peroxidase-Komplex in der
Verdinnung 1:150 Verwendung, welcher fur eine Stunde auf die Zellen einwirkte und
dessen Markierungen schlieBlich durch DAB (3,3-diaminobenzidin)-Farbstoff
visualisiert wurden. Die durch die Zugabe von H,O, induzierte Entwicklung fand unter

lichtmikroskopischer Kontrolle statt.

Standardprotokoll der Immunohistochemischen Untersuchung:

Material: aus Knochenmark gewonnene mesenchymale Stammzellen
Fixierung: 4% Paraformaldehyd

Puffer/Lésungsmittel: 0,05 M TBS

Losungsmittel fur Antikorper: 0.8% BSA +TBS

3x10min TBS

20 min 3% H,0, + 60% Methanol

2x10min TBS

10 min 0,25% TritonX + 0,5 M Ammoniumchlorid in TBS
2x10min  TBS

60 min 5% BSA in TBS

12 h bei 4C Priméarantikdrperinkubation in 0,8% BSA + TBS
4x10min TBS

60 min Sekundarantikdrperinkubation in TBS (1:400)
4x10min TBS
60 min Horse-Redish-Peroxidase-Komplex in TBS (1:150)

4x10min TBS
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Visualisierung des Antigens mittels 3,3- Diaminobenzidin (DAB) unter

lichtmikroskopischer Kontrolle.

2.4 Densitometrische Auswertung

Zur Auswertung wurde das Eclipse E200 Mikroskop der Firma Nikon genutzt,
welches durch die Kopplung an eine 3-chip CCD-Kamera die Aufnahme von Fotos

der Zellen erméglichte.

Die Intensitdt der immunhistochemischen Markierung wurde durch die
densitometrische Messung der Grauwerte unterschiedlicher Zellabschnitte (Zelle als
Einheit, Zellkern und Zytoplasma) erfasst. Pro untersuchtem Antikérper wurden aus

unterschiedlichen Arealen der Objekttrager 50 Zellen analysiert.

Der Wert des Hintergrundes, welcher sich aus dem Mittelwert der Messungen von 3
zellfreien Arealen pro Gesichtsfeld ergab (erhoben mit Hilfe der Optimas-Software
6.0), wurde von den Ergebnissen der Zellkern- und Zytoplasmamessungen (erhoben
mit dem computerbasierten Scion Image-Programm von Macintosh®) abgezogen, um
die reine Farbintensitat dieser Zellabschnitte unverfalscht beurteilen und vergleichen

zu kdnnen

2.5 Statistik

Die densitometrischen Ergebnisse wurden mit der Software Excel® statistisch
analysiert und graphisch dargestellt. Im Mittelpunkt der Auswertung steht die
Gegenuberstellung der Messungen mit und ohne Zusatz des Wachstumsfaktors
bFGF, bzw. der immunohistochemische Markierung der Signalmolekile in
phosphorylierter und nicht aktivierter Form. Dargestellt werden Standardabweichung,
Mittelwerte sowie zwecks Signifikanznachweis Ergebnisse des Student t-Tests fur

unabh&ngige Stichproben. Dabei wurden p-Werte < 0,05 als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

Der Einfluss von bFGF auf die bei der Signaltransduktion in mesenchymalen
Stammzellen  beteiligten  Proteine  wurde  durch  immunohistochemische

Untersuchungen gezeigt und durch densitometrische Messungen ausgewertet.

3.1. 48 stindige bFGF-Inkubation

Folgende mitogen aktivierten Proteinkinasen (MAPK) wurden in unseren Versuchen
detektiert: die stressreagiblen Jun N-terminal- sowie die p38-Kinase, die extrazellular
aktivierte Kinase ERK sowohl insgesamt als auch separat in ihrem phosphorylierten
Zustand, die Proteinkinase B oder AKT, ebenfalls gesamt und aktiviert sowie die
endotheliale NO-Synthase (eNOS) sowohl generell als auch in ihren drei
unterschiedlich phosphorylierten Formen (pENOS®*™!¢ pENOS®®"7 pENOS™4%).

Bei den Patienten, deren Zellen Uber 48 h mit bFGF inkubiert wurden, konnten nach
erfolgter immunohistochemischen Farbung bei fast allen verwendeten Antikdrpern
densitometrisch hohere Grauwerte ermittelt werden als in der Kontrollgruppe. Der
deutlichste prozentuale Anstieg der Messergebnisse war dabei meist im Zytoplasma
der Zellen nachzuweisen, wahrend die hochsten Absolutwerte im Zellkern gemessen

wurden.

Mit einer Steigerung der Grauwerte um tber 100% sowohl in der Zelle insgesamt als
auch getrennt im Zellkern und im Zytoplasma zeigten die MSCs unter Einfluss von
bFGF und dem Antikorper zum Nachweis der am Serin116 phosphorylierte peNOS
den deutlichsten Messunterschied im Vergleich zu den Zellen der Kontrollgruppe.
Wie die Diagramme l1a und b zeigen, betrugen die Mittelwerte ohne bFGF hier fiir die
gesamte Zelle 12,01 + 0,61, fur den Zellkern 40,36 + 11,82 und das Zytoplasma 9,15
+ 1,91, wahrend mit bFGF in der Zelle 26,68 + 11,82, im Zellkern 81,61 + 44,79 und
im Zytoplasma 19,63 + 10,97 gemessen wurden. Diagramm Nr.1c stellt die
densitometrischen Messergebnisse in der gesamten Zelle mit und ohne

Wachstumsfaktor direkt gegeniber.
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48h pENOS >*"1°

Zelle
Zellkern

Grauwert

Zytoplasma

ohne bFGF

Diagramm 1la : graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
peNOSSerllﬁ

48h peNOS "1

140

120

100

Zelle
& Zellkern

Grauwert

Zytoplasma

mit bFGF

Diagramm 1b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
peNOSSerllﬁ
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48h peNOS >°1°

48h peNOS116 obFGF
@ 48h peNOS116 mbFGF

Grauwert

Zelle

Diagramm 1c: Gegenuberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als

Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von
peNOS®**® (p=0,34)

Die Diagramme 2a bis 3c veranschaulichen die zwar prozentual geringeren jedoch
immer noch deutlichen Aktivititsanstiege die eNOS auch in ihren anderen
phosphorylierten Zustianden zeigte. Die Mittelwerte mit dem AK gegen peNOS®¢7”
stiegen von 10,67 £ 5,25 auf 14,41 + 10,53 in der gesamten Zelle, von 30,02 + 10,14
auf 37,19 + 28,38 im Zellkern und von 8,16 + 4,23 auf 10,91 £+ 7,85 im Zytoplasma.

48h pENOS Serll77

100
80
= Zelle
[¢]
% @ Zellkern
o Zytoplasma

ohne bFGF

Diagramm 2a : graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
peNOSSer1177
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100

48h pENOS Serl177

80

60

Grauwert

Zelle
B Zellkern

Zytoplasma

mit bFGF

Diagramm 2b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs mit bFGF nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von

peNOSSer1177

30

48h peNOS Ser1177

Grauwert

Zelle

48h peNOS1117 obFGF

@ 48h peNOS1117 mbFGF

Diagramm 2c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als

Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von

peNOSSeI'1177 (p:0’71)
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Fur die peNOS™4% ergaben sich Aktivitatsanstiege von 6,59 + 1,4 auf 8,77 + 0,55 in

der Zelle, von 17,6 + 1,84 auf 19,53 + 1,36 im Zellkern und im Zytoplasma von 5,27 +
1,46 auf 7,15 +0,77.

48h peNOS "%

40
30
= Zelle
)]
= B Zellkern
©
G Zytoplasma

ohne bFGF

Diagramm 3a : graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von

peNOSThr495
Thr49s
48h peNOS '™

40

30
£ Zelle
% B Zellkern
o Zytoplasma

mit bFGF

Diagramm 3b : graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF nach Inkubation mit einem Antikbrper zum Nachweis von
peNOSThr495
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48h peNOS "%

48h peNOS495 obFGF
@ 48h peNOS495 mbFGF

Grauwert

]

Zelle

Diagramm 3c: Gegenuberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von
peNOS™™*®® (p=0,24)

Bei der Detektion der endothelialen NO-Synthase konnten die hochsten Absolutwerte
gemessen werden (siehe Diagramme 4a, b und c). Fur die gesamte Zelle betrugen
diese ohne bFGF 32,77 = 25,1 bzw. 55,58 + 38,2 mit bFGF. Im Zellkern ergab sich
ein Ergebnis von 63,29 + 39,38 ohne bFGF gegenuber 90,12 + 34,46 mit bFGF und
im Zytoplasma 29,55 + 24,33 ohne im Unterschied zu 51,84 = 38,38 mit dem
Wachstumsfaktor.
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48h eNOS

120

100 F
& 80 Zelle
% B Zellkern
o)

Zytoplasma

ohne bFGF

Diagramm 4a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikérper zur Detektion von
eNOS

48h eNOS
140
120 T
100 —
£ Zelle
§ B Zellkern
0]

Zytoplasma

Fos
B33
B33
B33
B33
B33
B33
B33
B33
B33
B33
B33
B33
p338323
B3383S:
B33
B33
B33
B33
B33
B33:
B33
pass:
pass:

02 80850995509595550)

mit bFGF

Diagramm 4b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
eNOS
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48h eNOS

100

80

48h eNOS obFGF
@ 48h eNOS mbFGF

Grauwert

i

.

Zelle

Abbildung 4c: exemplarische Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in
der Zelle als Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis
von eNOS (p=0,56)

Nach der peNOS**™® waren die zweithochsten densitometrisch erfassbaren

Intensitatsunterschiede bei der phosphorylierten AKT zu verzeichnen.

Die Graphiken Nr. 5a, b und c visualisieren diese Messergebnisse. Im Zellkern war
mit bFGF ein Wert von 69,09 + 27,7 nachweisbar wahrend ohne den
Wachstumsfaktor nur 44,8 + 9,67 gemessen wurde. Im Zytoplasma standen 23,5 £
1,57 mit bFGF gegenuber 12,29 + 2,87 ohne bFGF und auch in der Zelle als Ganzes
war mit 28,08 + 0,96 versus 16,01 + 2,44 ein Anstieg sichtbar.
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48h pAKT

80

Zelle
B Zellkern
Zytoplasma

Grauwert

ohne bFGF

Diagramm 5a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
pAKT

48h pAKT

100

Zelle
B Zellkern
Zytoplasma

Grauwert

mit bFGF

Diagramm 5b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
pAKT
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48h pAKT

40

ObFGF
B mbFGF

Grauwert

]

Zelle

Diagramm 5c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse mit und ohne bFGF
in der Zelle als Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum
Nachweis von pAKT (p=0,06)

Wie die graphischen Darstellungen Nr. 6a, b und c verdeutlichen, fihrten auch die
Antikdrper zur Markierung der gesamten AKT nach Inkubation der Zellen mit bFGF
zu hoheren densitometrischen Werten. Im Zytoplasma stiegen sie von 5,13 + 1,39
auf 7,46 + 4,8, im Zellkern von 17,78 £ 4,67 auf 23,6 = 13,75 und in der gesamten
Zelle von 6,71 £ 1,85 auf 9,29 £ 5,14).

48h AKT

40

30

Zelle
B Zellkern
Zytoplasma

Grauwert

ohne bFGF

Diagramm 6a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
AKT
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48h AKT

50

B Zelle
B Zellkern

Grauwert

Zytoplasma

mit bFGF

Diagramm 6b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
AKT

48h AKT

20

48h AKT obFGF
@ 48h AKT mbFGF

Grauwert

Diagramm 6¢: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als

Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von AKT
(p=0,61)



In den Diagrammen Nr.7 bis 10 erfolgte die optische Darstellung der Messergebnisse
der MAP-Kinasen. Bei den beiden stressreagiblen Kinasen JUNK und p38 (siehe
Graphiken Nr.7 und 8) wurde der deutlichste Messwertanstieg unter bFGF-Einfluss
anstatt im Zytoplasma im Zellkern nachgewiesen: 35,77 = 30,95 gegenuber 26,21 +
9,78 fur die JUNK und 20,05 £ 7,06 gegenuber 16,5 = 0,07 bei der p38. Im
Zytoplasma malfd die JUNK mit Wachstumsfaktor 9,29 + 7,38 und ohne 8,42 + 3,43,
die p38 kam hier auf 5,42 + 3,11 mit bzw. auf 4,59 + 1,37 Grauwert-Punkte ohne
bFGF. Mit bFGF wurde die gesamte Zelle nach JUNK-AK-Inkubation mit 13,13 + 8,0
ausgemessen, ohne Wachstumsfaktor nur mit 10,29 + 4,3. Die p38 kam hier auf 7,01
+ 3,33 mit bFGF wahrend die Zellen der Kontrollgruppe nur einen Mittelwert von 6,04
+ 1,49 erreichten.

48h JUNK

80

60
= Zelle
)
% B Zellkern
©
10} @ Zytoplasma

ohne bFGF

Diagramm 7a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
JUNK
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B Zellkern

Zytoplasma

mit bFGF

Diagramm 7b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von

JUNK

Grauwert

48h JUNK
30
20 T
48h JUNK obFGF
@ 48h JUNK mbFGF
10 1
O |

Zelle

Diagramm 7c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von JUNK

(p=0,71)
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48h p38
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Zelle
B Zellkern

Grauwert
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ohne bFGF

Diagramm 8a : graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
p38

48h p38

40

Zelle
& Zellkern
B Zytoplasma

Grauwert

mit bFGF

Diagramm 8b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
p38
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Diagramm 8c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von p38
(p=0,76)

Allein die extrazellular aktivierte Kinase ERK prasentierte unter bFGF-Bedingungen
im Unterschied zu allen anderen untersuchten Proteinen abfallende Grauintensitat in
der Auswertung, wobei der deutlichste Abfall bei der ERK wie auch bei der pERK im
Zytoplasma zu lokalisieren war (siehe Diagramme Nr. 9 und 10). In der gesamten
Zelle wie auch isoliert im Zellkern sanken die Werte bei der Detektion der gesamten
Kinase um ca. 15%: die Zelle gesamt mafl 46,87 + 39,6 ohne bFGF und 39,43 +
30,88 mit dem Wachstumsfaktor. Im Zellkern stand ein Wert von 68,39 + 53,99
gegenuber 57,95 + 41,69. Bei der pERK war ein geringerer Unterschied von 16,32 £
9,22 ohne auf 15,27 £ 11,16 mit bFGF in der Zelle als Ganzes zu vermerken, ahnlich
klein war der Abfall von 27,0 £ 10,46 auf 25,74 + 7,93 im Zellkern. Im Zytoplasma
wurde bei der ERK ein Intensitatswert von 45,02 + 38,41 ohne bFGF gemessen, mit
hingegen nur 37,08 £ 29,54. Die durchschnittlichen Werte der pERK in diesem
Zellkompartiment sanken von 15,19 + 9,36 auf 13,93 + 11,07.
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Diagramm 9a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
ERK
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Diagramm 9b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
ERK
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Diagramm 9c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von ERK
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Diagramm 10a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von

PERK

40



48h pERK

50

40

B Zelle
B Zellkern
B Zytoplasma

Grauwert

mit bFGF

Diagramm 10b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
pERK
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Diagramm 10c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als

Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von pERK
(p=0,93)
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3.2. 4 h bFGF

Um herauszufinden, in wieweit die Einwirkzeit des Wachstumfaktors die
densitometrischen Messergebnisse beeinflusst, inkubierten wir die Zellen eines
Probanden fir nur 4 h mit bFGF. Detektiert wurden auf3er der p38 sowie der
peNOS™4% die gleichen Proteinkinasen, welche wir auch bei den MSCs nach
48stundiger bFGF-Inkubation markierten: AKT und ERK jeweils insgesamt und
gesondert mit Phosphatrest, eNOS und ihre diesmal nur zwei verschiedenen
Phosphorylierungsformen am Serl1l177, und am Serll6, sowie die stressreagible
JUNK.

Tatsachlich konnten in dieser Versuchsreihe mit dem Wachstumsfaktor deutlich
steilere und im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikante Anstiege dokumentiert
werden. Dies galt auch fur Detektionen von Kinasen wie ERK und pERK, deren

Messungen nach 48 h bFGF eher abfallende Differenzen aufwiesen.

Die hochsten Messwerte mit einem Zuwachs von circa 150% in allen drei
Kompartimenten zeigte in diesem Fall die Markierung der pERK. Die Diagramme
Nr.11a, b und c lassen erkennen, dass die signifikanteste Grauwertsteigerung hier in
der Zelle als Einheit zu messen war: p-Wert <0,001 (10,8 £ 6,94 ohne und 27,33 £
11,36 mit bFGF). Im Zytoplasma wurde ein p-Wert von <0,001 erreicht: ohne bFGF
10,07 = 6,82 und mit 25,25 + 11,04. Ebenfalls signifikant: der Anstieg im Zellkern:
von 15,16 + 9,84 ohne Wachstumsfaktor auf 38,18 + 17,24 mit Zusatz. In der
Testung ergab dies einen p-Wert <0,001.
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Diagramm 1la: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
pERK
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Diagramm 11b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
pPERK
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Diagramm 11c: Gegenlberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von pERK

Die Messwertanstiege dieser Proteinkinase insgesamt zeigten sich zwar weniger
herausragend, waren jedoch ebenfalls mit p-Werten von <0,001 im Zytoplasma, im
Zellkern und in der Zelle insgesamt signifikant. Im Zellkern konnten hier unter bFGF-
Einfluss die héchsten Absolutwerte gemessen werden (siehe Diagramme 12a, b und
c): 140,15 £ 30,88 im Gegensatz zu 88,19 + 22,85 ohne Zusatz. Im Zytoplasma
lagen die durchschnittlichen Ergebnisse bei 108,06 = 25,21 mit und 65,24 + 20,13
ohne bFGF und in der gesamten Zelle bei 111,17 + 25,2 mit und 67,36 + 20,5 ohne
Wachstumsfaktor.
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Diagramm 12a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von

ERK
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Diagramm 12b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von

ERK
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Diagramm 12c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von ERK

Sehr markante Unterschiede wurden durch bFGF auch bei der am Serll6
phosphorylierten peNOS sichtbar. Der signifikanteste Anstieg lag hierbei im Zellkern
(p-Wert <0,001) wo die Messungen ohne Zusatz 23,34 + 10,16 mit jedoch 51,6 +
12,41 ergaben. Im Zytoplasma zeigte sich ein Unterschied von 7,53 = 3,86 in der
Kontrollgruppe zu 15,93 + 6,43 mit bFGF (p-Wert hier <0,001) und in der gesamten
Zelle stiegen die Werte gleichsinnig von 10,05 £ 5,34 auf 20,03 + 6,62, resultierend p
<0,001 (siehe Graphiken Nr.13a b und c).
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Diagramm 13a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
peNOSSerllﬁ
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Diagramm 13b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
pENOSSerllB
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Diagramm 13c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von
pENOSSer116

Wie die Diagramme Nr. 14a b und c veranschaulichen, war auch bei der
peNOS®*""" die deutlichste Intensitatszunahme im Zellkern nachweisbar: ohne
bFGF 59,21 £ 16,06, mit bFGF 111,01 *+ 30,39 (p<0,001). Mit Anstiegen von 40,03 £
7,92 auf 54,22 = 18,05 im Zytoplasma und 42,09 + 8,57 auf 61,81 + 18,87 in der
gesamten Zelle, waren auch in den restlichen Kompartimenten unter Einfluss des
Wachstumfaktors signifikante Ergebnisse zu dokumentieren (p-Wert Zytoplasma:
=0.0013, Zelle <0,001).
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Diagramm 14a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von

pENOSSer1177
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Diagramm 14b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von

pENOSSerll77
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Diagramm 14c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von
pENOSSerll77

Im Falle der gesamten eNOS waren, wie in den Graphiken Nr. 15a, b und c
dargestellt, ahnliche Messwertverlaufe zu beschreiben wie bei ihren aktivierten
Formen. Auch hier schnellte die Grauwertintensitat am deutlichsten im Zellkern in die
Hohe: 53,03 £ 19,91 ohne, 93,99 * 26,26 mit bFGF. Der p-Wert lag bei <0,001. Im
Zytoplasma der Zellen der Kontrollgruppe mafd man durchschnittlich 38,15 + 14,47
Punkte auf der Grauwertskala, mit Wachstumsfaktor wurden 51,16 + 19,67 erreicht.
(p-Wert= 0,012). Betrachtete man die Zelle als Einheit ergaben sich Mittelwert-
differenzen von 39,66 + 14,33 ohne und 56,3 + 21,37 mit bFGF, mit einem p-Wert
von 0,0029.
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Diagramm 15a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener
Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
eNOS
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Diagramm 15b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
eNOS
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Diagramm 15c: Gegenuberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von eNOS

Die Proteinkinase B zeigte nach 4stindiger bFGF-Inkubation besonders in ihrer
phosphorylierten Form Intensitdtszunahmen. In allen drei gemessenen Arealen
stiegen die Werte durchschnittlich um ca. 80%, resultierende p-Werte waren alle
<0,001. Im Einzelnen waren in der Reihenfolge ohne und mit Zusatz des
Wachstumfaktors folgende Ergebnisse messbar (siehe Diagramme 16a, b und c):
Zelle gesamt: 25,82 + 12,85, gegeniber 45,91 + 16,31; Zellkern: 62,94 + 30,04
gegenuber 114,37 + 27,05 und im Zytoplasma: 20,03 £ 10,25 verglichen mit 36,32
+14,38.
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Diagramm 16a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
pAKT
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Diagramm 16b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
pAKT
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Diagramm 16c¢: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von pAKT

Die Abbildungen Nr.17 a, b und c zeigen, dass die gesamt-AKT allein in der Zelle
insgesamt sowie im Zytoplasma signifikante Anstiege in der Densitometrie aufwies
(p-Wert Zelle = 0,0023; p-Wert Zytoplasma = 0,0027). Im Falle des Zellkerns zeigt
sich die Zunahme von 17,36 auf 20,25 mit einer Standardabweichung von
>9,0 in beiden Fallen als nicht signifikant. Zelle gesamt ohne bFGF = 5,53 + 2,61,
mit = 9,85 * 5,86; Zytoplasma der Kontrollzellen = 4,21 + 2,55, mit dem
Wachstumsfaktor = 8,18 + 5,44,
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Diagramm 17a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
AKT
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Diagramm 17b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
AKT
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Diagramm 17c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als
Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von AKT

Eine Ausnahme zu der Regel bietet in dieser Versuchsreihe allein die JUNK. Zeigte
sie nach einer 48stundigen Inkubation mit bFGF einen eindeutigen Aufwartstrend in
der densitometrischen Messung (siehe Graphik Nr.7a, b und c), fallen ihre Werte, wie
in den Diagrammen Nr.18a, b und c dargestellt, nach nur 4stiindiger Kontaktzeit mit
dem Wachstumsfaktor hingegen in allen drei gemessenen Kompartimenten
signifikant ab (p-Wert Zelle = 0,019; p-Wert Zellkern = 0,03; p-Wert Zytoplasma
= 0,025). Mit 41% den deutlichsten Abfall wurde im Zytoplasma der Zellen
dokumentiert. Hier ergab sich ohne bFGF ein Durchschnittswert von 14,8 + 7,76, mit
jedoch nur von 10,5 £ 4,59. Der Intensitatsabfall im Zellkern und in der Zelle als
Ganzes war mit ca. 27% ungefahr gleich: Der Zellkern fiel von 38,87 + 17,49 auf der
Grauwertskala um 10 Punkte auf blof3 28,51 + 14,51 unter Einfluss von bFGF und die
Zelle insgesamt kam mit Wachstumsfaktor nur noch auf ein Ergebnis von
13,17 £ 4,87, wo sie ohne diesen doch 18,25 + 8,9 gemessen hatte.
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Diagramm 18a: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs ohne bFGF nach Inkubation mit einem Antikdrper zur Detektion von
JUNK.
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Diagramm 18b: graphische Darstellung der densitometrischen Messergebnisse verschiedener

Kompartimente der MSCs mit bFGF, nach Inkubation mit einem Antikérper zum Nachweis von
JUNK
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Diagramm 18c: Gegeniberstellung der densitometrischen Messergebnisse in der Zelle als

Einheit mit und ohne bFGF, nach Inkubation mit einem Antikdrper zum Nachweis von JUNK
(p=0,019)



4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, welche Auswirkungen der Wachstumsfaktor
bFGF auf die intrazellulare Signaltransduktion von humanen mesenchymalen
Stammzellen hat. Dabei standen insbesondere die Interaktionen des Zytokins mit
den bekanntlich in die Ablaufe intrazellularer Signalibertragungen verwickelten MAP-
Kinasen p38, JUNK und ERK, den endothelialen NO-Synthasen sowie der AKT im
Mittelpunkt unserer Untersuchungen.

Beim Vergleich der densitometrischen Messwerte nach bFGF-Inkubation mit
Resultaten der Kontrollgruppe konnten besonders nach dem 4 stindigen bFGF
Kontakt signifikante Unterschiede beobachtet werden. Da sich die einzelnen
Zellkompartimente zu diesem Zeitpunkt Uberwiegend in weitaus dunkleren
Graustufen prasentierten, welche in geringerer aber meist weiterhin eindeutiger
Auspragung auch nach 48 stundiger Inkubation noch erkennbar war, sahen wir
unsere Annahme, dass bFGF auch in hMSCs Einfluss auf intrazellulare Signalwege
nimmt, bestétigt. Im Folgenden sollen die wichtigsten Ergebnisse noch einmal

zusammengefasst dargestellt werden.

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Nach 4 h zeigte die Proteinkinase AKT die eindeutigste Reaktion auf die bFGF-
Inkubation mit augenfalligsten Ergebnisse in ihrem phosphorylierten Zustand. Durch
eine Grauwertsteigerung von 80% war im Zellkern, dem Zytoplasma und somit in der
Zelle insgesamt ein signifikantes Ergebnis nachzuweisen. Nach 48 h hingegen waren
bei der pAKT keine signifikanten Graustufenintensivierungen mehr zu beobachten.
Zu diesem Zeitpunkt stachen die Messwerte der endothelialen NO-Synthase ins
Auge, mit den auffalligsten Ergebnissen bei der am Serin116 phosphorylierten eNOS
(Intensitatssteigerungen von tber 100% in allen Kompartimenten). Wahrend sich die
Messungen der unphosphorylierten AKT von denen der Kontrollgruppe weniger stark
unterschieden, ergab die Detektion der eNOS in ihrer inaktiven Form im Zellkern die

hochsten Absolutwerte der gesamten Versuchsreihe .
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Abweichende Resultate zeigten die MAP-Kinasen. Wahrend die p38-Kinase im
Vergleich zu den oben beschriebenen Ergebnissen noch keine Ausnahme darstellte
und nach zweitagiger Inkubation hier immerhin eine leichte Steigerung der Graustufe
auffiel (von durchschnittlich ca. 18%), war bei der JUNK-Kinase nach 4 Stunden in
allen drei Zellkompartimenten, besonders jedoch im Zellkern, ein signifikanter Abfall
der densitometrischen Messungen zu verzeichnen. Uberraschenderweise war dieser
Einbruch nach 48 stindiger Inkubation jedoch nicht langer nachzuweisen, sondern
kehrte sich nun in eine Zunahme der Grauwerte, jetzt mit dem hdchsten Anstieg von
36% im Zellkern, unter bFGF um. Gegenlaufig, jedoch nicht minder ungewdhnlich
verhielt sich die aktive wie auch die inaktive ERK-Kinase. Wéahrend sie nach 4
Stunden noch mit im Vergleich zur Ausgangssituation fast verdoppelten Messwerten
auffielen, war nach 48 stindiger Inkubation ein deutlicher Graustufenabfall,

besonders im Zellkern, zu beobachten.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Da ansteigende Densitometriewerte auf eine erhdhte Antikérperreaktion hinweisen
und hier auf diese Weise die Proteinkinasen detektiert wurden, lassen unsere
Messergebnisse darauf schlie3en, dass eine Inkubation mit dem Wachstumsfaktor
bFGF zumindest im Falle der AKT (besonders in ihrem phosphorylierten Zustand)
sowie der eNOS (vor allem der am Serin 116 phosphorylierten Form), eindeutig zu

einer Aktivitatserh6hung dieser Proteinkinasen fiuhrt.

Mit der von uns im Falle der AKT gewonnenen Erkenntnis, dass die Aktivitat dieser
Kinase durch die Gegenwart von bFGF gesteigert wird, verfigen wir nun tber einen
weiteren Anhaltspunkt dafur, dass der Wachstumsfaktor auf diesem Wege
tatsachlich die intrazellulare Signaltransduktionsablaufe beeinflusst. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit bereits 2006 publizierten Daten unserer Arbeitsgruppe unter der
Leitung von Annette Schmidt, die belegen, dass bFGF Uber den AKT/PKB Signalweg
die Migration von MSCs zu steigern vermag. Alle untersuchten Faktoren zeigten bei
den MSCs migrationssteigernde Eigenschaften. Der hdchste Effekt wurde in der
Anwesenheit von bFGF beobachtet [95]. Es ist bekannt, dass die bFGF-induzierte
Phosphorylierung von AKT PI3K abhéngig ist. Diese Daten zeigen die Wichtigkeit
des PI3K/AKT-Signalwegs fur die bFGF-induzierte Migration auf. Des weiteren

wurden diese Ergebnisse von der Entdeckung gestitzt, dass die Menge der
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phosphorylierten AKT in der Gegenwart von bFGF signifikant anstieg (p<0,001).
Daraus schliefien wir, dass die bFGF-induzierte Migration durch diesen FGF-
Rezeptor-Signalweg gesteuert wird [95]. Auch die im Rahmen dieser Studie
durchgefiihrten Versuche zur Zellausrichtung, welche eine wichtige Voraussetzung
fur die Zellmigration darstellt, demonstrierten eine offensichtliche Einflussnahme des
Wachstumsfaktors auf diesen Vorgang. In der Gegenwart eines bFGF-Gradienten
waren die meisten Aktinfilamente parallel orientiert. Ohne bFGF zeigten nur 59% der
Zellen eine Ausrichtung, mit einem bFGF-Gradienten prasentierten 96% einen

ausgerichteten Phanotyp (p<0,001) [95].

Die Proteinkinase spielt jedoch nicht allein bei der Fortbewegung der Zelle eine
Rolle. In ausdifferenzierten Zellen sind bereits zahlreiche regulative Aufgaben,
welche von der AKT auf zellularer Ebene tbernommen werden, bekannt. Neben dem
Migrationsvorgang ist die AKT ebenfalls bei der Zellproliferation, der Apoptose und
der Zellinvasion, sowie laut der Bostoner Arbeitsgruppe um BD Manning auch bei der
Angiogenese, dem Wachstum und dem Metabolismus der Zelle involviert [75].
Neuere Erkenntnisse amerikanischer Arbeitsgruppen deuten darauf hin, dass sich
diese vielfaltigen Funktionen verschiedenen Subtypen der AKT zuordnen lassen, die
interessanter Weise unter Umstanden sogar antagonistische Einflisse ausiben
kénnen. Im Falle der Migration zum Beispiel, machten 2005 die Forscher um H.Y. Irie
bei der Untersuchung von Signaltransduktionsabldufen in Brustepithelzellen die
Beobachtung, dass die Herabregulation von AKT1 mit einer verstarkten Aktivierung
der ERK-Kinase einhergeht, welche wiederum zu einer Migrationsinduktion fuhrt.
Interessanter Weise unterdriickt die Verringerung der AKT2 die Migration in EGF-
stimulierten Zellen [43]. Auch M.Yoeli-Lerner und Mitarbeiter, deren Forschungen
sich vor allem mit der Migration von Karzinomzellen befasste publizierten 2006
Ergebnisse, die belegen, dass AKT1 unerwarteter Weise ein Migrations- und
Invasionssuppressor ist, wahrend AKT2 diese Eigenschaften fordert [117]. Allerdings
machte die Arbeitsgruppe von Guo-Lei Zhou im Rahmen lhrer Forschung mit
embryonalen Mausfibroblasten ebenfalls 2006 darauf aufmerksam, dass AKT1
hingegen in Fibroblasten wiederholt als Invasionspromotor beobachtet wurde
[34,119,1] und im Gegensatz zu AKT2 Uber den NO-Signalweg auch wichtig fur die
endotheliale Zellmigration sei [1]. Zusammengefasst lasst sich somit sagen, dass
wahrend AKT2 die Mobilitdt in Epithelzellen fordert, AKT1 diese Aufgabe in

Fibroblasten und Endothelzellen Gbernimmt. Bemerkenswert dabei ist, dass in Zellen,
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in denen eine Isoform aktivierend wirkt, die andere diese Wirkung antagonisiert [120].
Ob sich diese Resultate im einzelnen auch auf Stammzellen Ubertragen lassen, und
sich somit durch bFGF verschiedene Aspekte des Zellmetabolismus steuern liel3en,

bedarf weiteren Untersuchungen.

In der eNOS-Versuchsreihe lassen unsere Resultate ebenfalls auf eine erhohte
Aktivierung der Proteinkinase unter bFGF-Einfluss schlie3en. Dass Stickstoffmonoxid
ebenso wie AKT eine wichtige Rolle in der Proliferation, der Apoptose sowie der
Migration ausdifferenzierter menschlicher Zellen zukommt wurde bereits von einigen
Arbeitsgruppen in verschiedenen Zusammenhangen mit zum Teil unterschiedlichen
Ergebnissen beschrieben [17,18,19,67,82,29,121,122]. So beobachteten Murohara
und Mitarbeiter in vitro unter Blockade der endothelialen NO-Synthase durch den
NO-Inhibitor L-NAME einen Rulckgang der Zellmigration, jedoch nicht der
Proliferation von Endothelzellen, welche sie zur Erforschung der genauen
Angiogenesemechanismen untersuchten [81]. Wahrend die Arbeitsgruppen um Y.T.
Lau und K.J. Gooch unabhangig voneinander zu dem Schluss kamen, dass
exogenes NO die Migration von Endothelzellen zu hemmen scheint [67,29], folgert
die italienische Forschergruppe von M. Ziche aus ihren Ergebnissen 1997, dass NO
die Zellmigration von koronarventsen Endothelzellen durch endogene bFGF-
Induktion fordert [122]. Uns gelang es nun ebenfalls zu zeigen, dass in humanen
adulten Stammzellen bFGF die Existenz zumindest einer der NO-produzierenden
Kinasen, namlich der endothelialen, férdert und somit auch auf diesem Wege in die

Signaltransduktion dieser Zellen involviert zu sein scheint.

Diese Annahme setzt natirlich voraus, dass NO auf gleiche Weise wie bei den
differenzierten Zellen auch in die Informationswege der Stammzellen verwickelt ist. In
diesem Zusammenhang scheint es mir interessant zu erwahnen, dass die
Forschergruppe um F.-J. Klinz bereits die Proliferation eben dieser Zellpopulation im
Hinblick auf die endotheliale NO-Synthase untersuchte. 2006 publizierte diese
Arbeitsgruppe erste Daten die belegen, dass proliferierende MSCs sowohl im
Nukleus als auch im Zytoplasma verschiedene phosphorylierte Formen dieses
Enzyms vermehrt exprimieren [58]. Anders als wir, setzten sie jedoch hierfur keinen
Stimulus in Form eines Wachstumsfaktors 0. &. ein. Durch die Entdeckung, dass
sowohl die Akkumulation von peNOS®*"*® im Nukleus als auch der peNOS®*™"" im

Zytosol von proliferierenden MSCs konstitutive Ereignisse sind, die ohne einen
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akuten Stimulus eintreten, kamen sie zu dem Schluss, dass MSCs im Unterschied zu
den meisten anderen Zellsystemen eNOS ohne besondere externe Induktion im
Nukleus akkumulieren, wo sie gerade kurz vor der Mitose ein besonders hohes

SSer 116 SSerllG in

Vorkommen der peNO messen konnten. Es zeigte sich, dass pENO
96,3% der untersuchten Nuklei angereichert war [58]. Dieses Ergebnis wurde von der
Arbeitsgruppe sowohl durch Immunfluoressence-Mikroskopie als auch durch
Western-Blot-Analyse als einer unabhéngigen Methode verifiziert. Interessanter
Weise konnten wir in unseren Versuchen die nach 4 stindiger bFGF-Inkubation

signifikant erhohten Densitometriewerte im Falle der peNOS®®™1°

, aber auch der
peNOS>*™"" anders als bei den Ubrigen Kinasen ebenfalls im Zellkern anstatt im
Zytoplasma nachweisen. Rein spekulativ kdnnte man nun vermuten, dass die unter
bFGF-Einfluss beobachtete Anreicherung der phosphorylierten eNOS im Zellkern z.
B. Uber eine proliferationsférdernde Transkriptionssteigerung in mesenchymalen
Stammzellen ebenso wie in ausdifferenzierten Zellen zu einer erhohten

Zellvermehrung beitragt.

Im Anbetracht der Tatsache, dass AKT durch die Ubertragung eines Phosphatrestes
die endotheliale NO-Synthase aktiviert [26], lasst sich durch unsere Ergebnisse nun
auch eine andere Uberlegung anstellen. Kénnte es zu dem erhéhten Nachweis der
phosphorylierten eNOS nicht vielleicht allein durch den bFGF geférderte AKT-Anstieg
kommen? Zumindest beziiglich der peNOS**™*"” scheint diese Erklarung durchaus
plausibel. Die Phosphorylierung von eNOS am Serinl177 ist von AKT oder der
Proteinkinase A stimuliert und resultiert in einer erhdhten Enzymaktivitat, welche
wiederum zu einer gesteigerten NO-Produktion fahrt [18]. Zur eindeutigen
Beantwortung dieser Frage wéaren allerdings weitere Untersuchungen nétig, da sich
aus unseren Resultaten die exakte Einflussnahme von bFGF leider nicht ableiten

lasst.

Dass Signalprozesse mitunter transienter Steuerung unterliegen beschrieben die
deutschen Forscher A. Deutsch, M. Falcke, J. Howard und W. Zimmermann 2004 in
der Einfuhrung zu dem die intrazellulare Signaltransduktion betreffenden Teil 2 ihres
Buches ,Functions and Regulations of cellular Systems". Die Autoren geben in ihrem
Text zu bedenken, dass fir diese Zeitabhangigkeit mancher Informationswege
mehrere Faktoren wie z. B. die Geschwindigkeit der Signalweiterleitung und der

daraus resultierenden Dauer, genauso wie die Amplitude der Signalverstarkung
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verantwortlich sind, welche im Einzelnen z. Zt. noch genauer untersucht werden.[15]
Die Resultate unserer Versuche bezlglich des bFGF-Einfluss auf die MAP-Kinasen
lassen eine solch transiente Regulation dieses Signalweges vermuten. Der sich in
unserer Arbeit zeigende, die ERK-Kinase betreffende, signifikante Aktivitdtsanstieg
nach 4 stindiger bFGF-Inkubation gefolgt von dem  verringerten
Phoshorylierungsnachweis nach 48 Stunden spricht genauso wie der niedrige
Nachweis der Gesamt- JUNK nach 4h gefolgt von einer enormen Steigerung dieser

Kinase nach 48h bFGF-Inkubationszeit fiir diese Annahme.

Neben der Migrationsinduktion, auf die ich unten néher eingehen werde, wurde die
ERK auch bezuglich ihres Einflusses auf den =zellularen Proliferations- und
Differenzierungsvorgang untersucht. Die Forschergruppe um Rama und Neelam
Jaiswal machten bereits 2000 die interessante Entdeckung, dass diese, sich
eigentlich gegenseitig ausschlieRenden bzw. antagonistischen Prozesse der
Proliferation und Differenzierung bei humanen mesenchymalen Stammzellen beiden
Uber den ERK-Signalweg reguliert zu werden scheinen [46]. Interessanter Weise
kdme hier der oben beschriebenen transienten Steuerung eine entscheidende Rolle
zu. Laut Jaiswals Untersuchungen gibt es Grund zu der Annahme, dass zur
Zelldifferenzierung eine gleich bleibende Aktivierung der ERK bendtigt wird, wéahrend
eine transiente Aktivitdt der extrazellular-regulierten Kinase in eine Zellvermehrung
resultiert. [46] Dabei wurde ihren Angaben zur Folge Uber eine gesteigerte AP-
Aktivitat und nachweislich erhéhte Calciumeinlagerungen unter ERK-Einfluss speziell
die osteogene Differenzierung geférdert. Die Forscher gehen sogar soweit zu
postulieren, dass ERK eine wegweisende Schlisselrolle bei der Entscheidung
zwischen der adipogenen versus der osteogenen Weiterentwicklung der Zelle
zukommt, womit sie ihrer Ansicht nach malRRgebend an dem Verstandnis der
Osteoporose-Entstehung beteiligt sein konnte [46]. Diese Resultate stehen im
Einklang mit einer 2006 publizierten Studie von Forschern um Kim und Choi aus
Korea. Die Wissenschaftler untersuchten mesenchymale Stammzellen in einem 3D-
Kultur-System. Ziel der Untersuchungen war die ldentifizierung der zustandigen
Signaltransduktionswege fir die unter hydrostatischem Druck und Scherkréaften
beobachtbaren zellularen  Veranderungen im  Sinne einer osteogenen
Differenzierung. Unter mechanischer Stimulation konnte eine Aktivierung der ERK1
und 2 nachgewiesen werden, was die Forscher ebenfalls zu der Annahme

veranlasste, dass die osteogene Entwicklung von mesenchymalen Stammzellen bei
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adaquatem mechanischer Reizung durch den ERK-Signalweg gesteuert werden
konnte [55]. Zeitlich betrachtet allerdings wurde bei diesen Versuchen anders als bei
uns eine gleich bleibende, bzw. mit der Zeit zunehmende ERK-Aktivitat dokumentiert.

Ungeachtet der fraglichen Transienz dieses Signalprozesses stiutzt der nach 4h
signifikant erhdohte Nachweis der phosphorylierten ERK die These, dass die bereits
bewiesene migrationssteigernde Wirkung von bFGF Uber diesen Signalweg erreicht
werden konnte insofern, als dass Hinweise auf die Wichtigkeit der ERK im Hinblick
auf die Zellmigration in verschiedenen adulten Zelltypen schon von mehreren
Arbeitsgruppen durch Inhibitionsversuche, die z. T. zu einem Stillstand oder
zumindest zu einer Verlangsamung der Zellmobilitat fihrten, gesammelt wurden
[2,56,101,63].

Andererseits erscheint die dokumentierte Verminderung der aktivierten ERK-Kinase
einleuchtend wenn man die These favorisiert, dass der entscheidende
Migrationsstimulus im Falle der humanen mesenchymalen Stammzellen tGber den
eNOS- bzw. den AKT/PI3K-Signalweg gesteuert wird. Fleming und Kollegen haben
2001 erstmals die hemmenden Eigenschaften, welche die extrazellular regulierte

Kinase auf die endotheliale NO-Synthase verubt, beschrieben [21].

Unsere, die Gesamt-JUNK-Kinase betreffende Messwerte nach 48 h bFGF Kontakt
deuten zu diesem Zeitpunkt auf ein erhdhtes Vorkommen dieser Kinase hin.
Beteiligung der JUNK ist fur die Entzindungsreaktion, die Apoptoseinduktion, die
Differenzierung und Insulinresistenz bekannt [5,42]. Dartber hinaus gibt es aber
auch Beweise die ihr eine regulative Aufgabe in der Zellmigration bestatigen
[39,40,114]. So konnte z. B. in ausdifferenzierten Zellen eine mit JUNK-AKktivitat
assoziierte und wachstumsfaktorinduzierte, steigende Mobilitat beobachtet werde,
die nach JUNK-Inhibition signifikant ricklaufig war [30,39,47,100]. Daruber hinaus
sind einige Signalmolekile die entweder mit zu der Phosphorylierung der JUNK
beitragen oder zu ihren Substraten zahlen und somit fester Bestandteil dieses
Signaltransduktionsweges sind, bekanntermafl3en ebenfalls in die Zellmigration
involviert [39]. Obwohl mittlerweile Studien darauf hin-weisen, dass JUNK-AKktivitat in
manchen Zelltypen auch im Zytoplasma beobachtet werden kann [106,14], so sind
unsere Ergebnisse, welche auf eine, bFGF-induzierte besondere Steigerung der
JUNK-Gehalts im Nukleus deuteten, leicht mit bereits existierenden Publikationen in

Einklang zu bringen. Diese belegen namlich, dass JUNK nach ihrer Aktivierung in
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den Zellkern eintritt, um dort durch Phosphorylierung wesentlicher Faktoren die
Transkription zu steigern [79]. Betrachtet man nun alle beschriebenen Eigenschaften
der JUNK im Zusammenhang, so ist es durchaus wahrscheinlich, dass der als
stressragibel bekannte MAP-Kinase JUNK auch bei mesenchymalen Stammzellen
eine wichtige Rolle in der intrazellularen Signaltransduktion zukommt, auch wenn zur

genaueren Spezifizierung ihrer Aufgaben noch weitere Studien von Néten sind.

Unsere niedrigen Messergebnisse nach einer nur 4  stindigen
Wachstumsfaktorinkubation lassen auch bei dieser Kinase eine mdégliche transiente
Steuerung vermuten, wobei ein Messfehler unsererseits natirlich nicht mit letzter

Sicherheit ausgeschlossen werden kann.

Die p38, welche wir in unserer Arbeit ausschlie3lich nach 48 stiundiger bFGF-
Inkubation detektierten zeigte zu diesem Zeitpunkt im Vergleich zur Kontrollgruppe
einen Densitometrieanstieg um ca. 20% in allen gemessenen Zellkompartimenten.
Hieraus lasst sich wiederum der Schluss einer tendenziellen Aktivitaitszunahme
ziehen. Neben ihrem Einfluss auf die Apoptose, die Entziindungsreaktion, Induktion
einer Zellhypertrophie sowie der Zelldifferenzierung, welche nach Stimulation durch
bestimmte Zytokine und Wachstumsfaktoren (u. a. auch FGF) bereits 2000 von Ono
und Han beschrieben wurde [83], deuten mittlerweile einige Studien auch auf eine
Beteiligung von der Kinase p38 bei der Zellmigration hin [33,75,44,98]. In diesen
Arbeiten wurde die Motilitat ganz verschiedener, sowohl humaner als auch tierischer
Zellreihen nach Induktionen mittels unterschiedlicher Zytokine untersucht.
Menschliche mesenchymale Stammzellen waren bislang in diesem Zusammenhang
jedoch noch kein Forschungsgegenstand. Unsere Ergebnisse lassen im Kontext mit
den bereits bestehenden Studien vermuten, dass in hMSCs durch bFGF-Induktion
die MAPK p38 einen noch ndher zu definierenden Signaltransduktionsweg initiiert,
welcher letztendlich in eine Steigerung der Migrationsbereitschaft resultiert. Im Falle
von smooth muscle- und Endothelzellen fanden Hedges und Kollegen Hinweise auf
eine wesentliche Beiteiligung der MAPKAPK 2/3, welche durch p38 aktiviert wird um
ihrerseits wiederum das Hitzeschockprotein 27 zu phosphorylieren. Die
Forschungsgruppe konnte beobachten, dass sich Zellen, in denen das HSP 27 aus
Mangel an aktivierter MAPKAPK 2/3 unphosphoryliert blieb, zwar schneller, jedoch
ungerichtet fortbewegten [33]. Dies konnte darauf hin deuten, dass p38 indirekt auch

auf die Richtung der Migration Auswirkung hat, was wiederum, falls sich diese
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Beobachtung auch bei hMSCs machen liel3e, interessante Ansatzpunkte fur weitere

Forschungen in der therapeutischen Migrationsinduktion liefern wirde.

4.3 Ausblick

Insgesamt betrachtet postulieren wir anhand unserer Ergebnisse nicht nur, dass der
Wachstumsfaktor bFGF eine wichtige Rolle in der Signaltransduktion adulter
mesenchymaler Stammzellen Ubernimmt, sondern wagen die spezifischere
Hypothese, dass er sich in Bezug auf die von uns untersuchten Proteinkinasen
insbesondere auf die AKT und eNOS aktivierend auswirkt. Dass bFGF
mesenchymale Stammzellmigration beginstigt, wurde bereits beschrieben [65].
Unsere Ergebnisse deuten nun darauf hin, dass diese Beglinstigung moéglicherweise
durch eine oder einem Zusammenspiel mehrerer Proteinkinasen vermittelt wird. Zur
Ergrindung des genauen Ablaufes dieses anzunehmenden Synergismus sind jedoch
noch viele intensivere Untersuchungen notwendig. Zum einen wére es interessant zu
wissen, ob, wenn eine 4 stindige bFGF-Inkubation schon zu signifikanten
Ergebnissen flhrt, nach einer kirzeren Inkubationszeit vielleicht auch schon
intrazellularen Veranderungen zu erkennen waren. Zum anderen lieRe sich, wie fur
die AKT-Kinase von unserer Arbeitsgruppe schon durchgefihrt [95], durch gezielte
Inhibition einzelner Proteinkinasen und anschlieender Durchfihrung eines
Migrations-Assays vielleicht Aufschluss Uber den, fur diesen Vorgang entscheidende
Signaltransduktionsweg gewinnen. Neben der Zellmigration waren auch
Untersuchungen  bezuglich  weiteren, den Lebenszyklus bestimmenden
Signaltransduktionswege von Bedeutung fur den effizienteren therapeutischen
Einsatz von Stammzellen. So zum Beispiel im Hinblick auf die Proliferation. Die von
uns beschriebene bFGF-stimulierte eNOS-Aktivierung im Zusammenhang mit der
von Klinz und Mitarbeitern angenommenen proliferationsférdernden Wirkung dieser
Kinase deutet auf einen Wachstumsfaktoreinfluss auch diesen Prozess betreffend
hin. LieBe sich, wie anhand dieser Arbeit wahrscheinlich erscheinend, bFGF als
Stimulans fur Proliferation und Migration, gezielt einsetzten, so ergédben sich in der
Behandlung chronischer und akuter Erkrankungen spezifischere Therapieoptionen.
Ferner trige das exakte Wissen um extrazellulare Stimuli und ihren Einfluss auf

intrazellulare Ablaufe, in deren Erforschung diese Arbeit einen Beitrag leisten will,
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auch durch die mogliche Vermeidung unerwinschter Nebeneffekte der MSCs zum

Wohle der Patienten bei.
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5. Zusammenfassung

Seit einigen Jahren stehen adulte mesenchymale Stammzellen im Mittelpunkt des
internationalen Interesses von Forschern und Patienten, deren Hoffnungen sich auf
die zahlreichen potentiellen Therapieoptionen richten, die mit dieser, wahrend des
gesamten Lebens prasenten, pluripotenten Zellart verbunden sind. Da das bessere
Verstandnis von Proliferation, Differenzierung und Migration dieser Zellen zu der
Entwicklung effektiverer Kulturbedingungen und gezielterem Einsatz von MSCs
fuhren wirde, stehen mogliche, diese Vorgadnge beeinflussende Faktoren, im

Mittelpunkt intensiver Forschung.

Im Fokus dieser Arbeit stand speziell der Einfluss des Wachstumsfaktors bFGF auf
die Signaltransduktion bei MSCs, wobei wir besonderes Augenmerk auf die
Interaktionen zwischen diesem Zytokin und der Proteinkinase AKT, den
endothelialen NO-Synthasen, sowie den MAP-Kinasen p38, JUNK und ERK
richteten. Untersucht wurden adulte Stammzellen des Knochenmarkes von
insgesamt 3 Patienten, welche nach entsprechender Aufbereitung, 4 bzw. 48 h mit
bFGF inkubiert und einer Kontrollgruppe ohne Zusatz des Wachstumsfaktors
gegenubergestellt wurden. Nach der sich anschlieenden immunhistochemischen
Behandlung der Zellen mit Antikdrpern zur Detektion der o. g. Proteinkinasen in
jeweils  phosphorylierter  und unphosphorylierter ~ Form, erfolgte  die
Intensitatsbestimmung dieser Markierung durch densitometrische Messung der
Grauwerte unterschiedlicher Zellabschnitte. Pro Antikérper und Patient wurden 50
Zellen analysiert (25 mit und 25 ohne bFGF).

Nach 4 h bFGF-Inkubation ergaben die Messungen fast aller Proteinkinasen eine
signifikante Grauwertsteigerung. Die phosphorylierte AKT-Kinase, welche zu beiden
Messzeitpunkten klare Intensitatssteigerungen zeigte, prasentierte die eindeutigste
Reaktion, mit einer Farbintensitatszunahme von etwa 80%, bereits nach 4 h. Auch
nach 48 h deutete die Densitometrie tUberwiegend auf eine erhdhte Aktivierung
dieser Kinasen hin (den héchsten Wertanstieg mit Gber 100% verzeichnete hier die
PENOS®*%%)  als statistisch signifikant konnten diese Messwerterhdhungen
allerdings nicht gelten. Im Falle der MAP-Kinasen JUNK, ERK und pERK deutet der
nach 4 bzw. nach 48 h dokumentierte Abfall der densitometrischen Messergebnisse
auf eine transiente Steuerung dieses Signalweges hin.
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Insgesamt lassen unsere Resultate auf eine wesentliche Involvierung des
Wachstumsfaktors bFGF in die Signaltransduktion adulter MSCs schliel3en.
Insbesondere auf die u. a. an Zellmigration und —proliferation beteiligten Kinasen
AKT und eNOS scheint sich bFGF nach unseren Beobachtungen aktivierend
auszuwirken, womit ein kleiner Beitrag in der Erforschung des Einflusses
extrazellularer Stimuli auf intrazellulare Ablaufe in MSCs geleistet wurde, was Ziel

dieser Arbeit war.
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(Stadt. Klinikum Solingen)

3. Staatsexamen

Assistenzarztin in der Allgemein-, Gefal3-, und Viszeralchirurgie
CA Prof. Dr. med Ch. Téns; Marien Hospital Diisseldorf
akdemisches Lehrkrankenhaus der Universitat Dusseldorf

Studentenaustausch mit Rostov am Don; Russland
Famulatur in der Neurologie (Hope Hospital, Manchester; U.K.)

Mitarbeit in dem Public Health Projekt ,Vivir en Amor*
Yalanhuitz, Guatemala

Mitarbeit in der englischen Hilfsorganisation fur Lepra- und
Tuberculose-Patienten LEPRA Bangladesh
Sirajgonj, Banglades
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