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1 Einleitung

1 Einleitung

Die Zdhne des Menschen bestehen aus der hartesten Substanz des menschlichen
Korpers und sind das einzige Hartgewebe, das nicht vollstandig von Weichgewebe
umgeben ist (SCHIEBLER und SCHMIDT 1999 a). Die Vorlaufer der menschlichen
Zahne sind auf zahnahnliche Strukturen der Koérperoberflache kieferloser Fische zu-
rickzufiihren (KOUSSOULAKOU et al. 2009). Im Laufe von 500.000.000 Jahren Evo-
lution sind etliche dieser Strukturen nach einer Vielzahl von Mutationen in die Mund-
hohle gewandert. Dieser Prozess wird beispielsweise bei den neuzeitlichen Haien
sichtbar. Die Zahne des Hais bilden sich aus modifizierten Placoidschuppen, breiten
sich vom Maul als kleine Hautzahnchen Uber den gesamten Korper aus und bilden das
Exoskelett. Die wurzellosen Haizdhne sind denen des Menschen homolog: sie besit-
zen einen pulpaahnlichen Hohlraum, der von Dentin und Schmelz umgeben ist.
Der Hai ist im Gegensatz zum Menschen in der Lage, zeitlebens neue Zahne zu bil-
den, so dass nach Zahnverlust sofort neue Zahne nachriicken. Er verfiigt Gber ein so-
genanntes ,Revolvergebiss®. Der evolutionare Weg verlauft vom kieferlosen Fisch Gber
das Reptil bis hin zum Saugetier und ist durch eine Abnahme der Zahnzahl, der Zahn-
generationen sowie durch eine Zunahme der Komplexitat der Zahnmorphologie ge-
kennzeichnet (KOUSSOULAKOU et al. 2009). Das menschliche Gebiss ist diphydont,
oligodont und heterodont, d.h. es verfligt iber zwei Zahngenerationen, die Milchzahne
(Dentes decidui) und die bleibenden Zahne (Dentes permanentes), welche maximal 20
bzw. 32 Zahne aufweisen. Darlber hinaus unterscheiden sich die menschlichen Zahne
in ihrer Morphologie: es existieren die Schneidezahne (Dentes incisivi), die Eckzahne
(Dentes canini), die Pramolaren (Dentes praemolares) und die Molaren (Dentes mola-
res). Allen Zahnen gemeinsam ist der makroskopische Zahnaufbau, bestehend aus
Krone (Corona dentis), Wurzel (Radix dentis), Zahnhals (Cervix oder Collum dentis)
und Wurzelspitze (Apex dentis) (SCHIEBLER und SCHMIDT 1999 a).

Die Zahnentwicklung des Menschen beginnt im 2. Embryonalmonat und beruht auf der
Interaktion von dentalen Geweben des ektodermalen Keimblattes und des aus der
Neuralleiste stammenden ektomesenchymalen Keimblattes (YEN und SHARPE 2006).
Der Schmelz entsteht aus einer epithelialen Aussprossung des Ektoderms. Dieses
epitheliale Gewebe aktiviert das angrenzende dentale, ektomesenchymale Gewebe,
aus dem das Dentin, das Parodontium und die Zahnpulpa hervorgehen. Die schmelz-
bildenden Ameloblasten gehen nach der Zahneruption verloren. Daher sind Menschen
nicht in der Lage, posteruptiv neuen Zahnschmelz zu bilden. Aus dem ektomesenchy-
malen Gewebe entwickeln sich die Zellen des Zahnhalteapparates und der Zahnpulpa.

Zu den letzteren zahlen u.a. die Odontoblasten, welche das Dentin bilden. Die Odon-
1



1 Einleitung

toblasten bleiben ein Leben lang aktiv und sind an limitierten Reparaturvorgangen des
Zahn-Pulpa-Komplexes wie der Tertidrdentinbildung beteiligt (SHI et al. 2001). Diese
Eigenschaft rlickte die Pulpazellen in den Focus wissenschaftlicher Untersuchungen.
So konnte z.B. in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass menschliche Zahne
tatsachlich eine Quelle fir die Gewinnung adulter Stammzellen darstellen
(GRONTHOS et al. 2000). Es konnen derzeit flinf verschiedene humane dentale
Stammzellen/Progenitorzellen isoliert und charakterisiert werden (HUANG et al. 2009):
die dentalen Pulpa-Stammzellen (DPSCs) (D’AQUINO et al. 2007, GRONTHOS et al.
2000, IOHARA et al. 2006, KERKIS et al. 2006), die dentalen ,stem cells from human
exfoliated deciduous teeth* (SHEDs) (MIURA et al. 2003), die periodontalen Ligament-
Stammzellen (PDLSCs) (SEO et al. 2004), die dentalen ,stem cells from apical papilla“
(SCAPs) und die humanen dentalen Follikel-Vorlauferzellen (HDFCs) (MORSCZECK
et al. 2005 b, MORSCZECK 2006).

Die oben genannten Studien wurden Uberwiegend mit extrahierten Weisheitszahnen
oder exfoliierten Milchzahnen durchgefliihrt (GRONTHOS et al. 2000, MIURA et al.
2003), so dass bislang hauptsachlich Zellen aus der Pulpa von Zahnen mit abge-
schlossenem Wurzelwachstum charakterisiert wurden. Interessant ware jedoch eine
Untersuchung der Pulpazellen von Zahnkeimen, bei denen sich Zahnkrone und Zahn-
wurzeln noch im Wachstum befinden. Daher wurden im Rahmen dieser Studie Zellpo-
pulationen charakterisiert, welche der Pulpa von Zahnkeimen entstammten. Die hier
verwendeten Zahnkeime wurden aus kieferorthopadischen Griinden extrahiert. Ferner
fallt auf, dass in den bisher vorliegenden Arbeiten die ,Stammzellen® dieser Zahnkeime
nicht genauer charakterisiert wurden und in der Literatur derzeit nur unzureichende
Erkenntnisse bzgl. des Stammzellpotentials der Zahnkeime existieren. Es war daher
das Ziel dieser Studie zu untersuchen, ob die Pulpazellen der Zahnkeime multipotente
Stammzellen beinhalten, die adipogenes, osteogenes und chondrogenes Differenzie-
rungspotential aufweisen. Dazu sollte das Proliferations- und Differenzierungsverhalten

der Zahnkeimzellen untersucht werden.
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2.1 Zahnentwicklung und —aufbau

Die Zahnentwicklung beginnt in der 5. Embryonalwoche und beruht auf der Interaktion
von dentalen Geweben des ektodermalen Keimblattes und des aus der Neuralleiste
stammenden ektomesenchymalen Keimblattes. Die Zahne entstehen bei Saugetieren
aus dem 1. Kiemenbogen des Embryos. Die Zahnentwicklung geht vom dentalen
Ektoderm aus, welches das angrenzende dentale, ektomesenchymale Gewebe flir die
Zahnkeimbildung aktiviert (YEN und SHARPE 2006). Der Schmelz entsteht aus einer
epithelialen Aussprossung des Ektoderms und wird von den Ameloblasten syntheti-
siert. Die schmelzbildenden Ameloblasten gehen nach der Zahneruption verloren.
Daher sind Menschen nicht in der Lage, posteruptiv neuen Zahnschmelz zu bilden. Die
Zellen des Zahnhalteapparates, des Dentins und der Zahnpulpa sind ektomesenchy-
malen Ursprungs. Zu den Zellen der Zahnpulpa zahlen u.a. die Odontoblasten, welche
das Dentin bilden. Im Gegensatz zu den Ameloblasten bleiben sie ein Leben lang aktiv
und sind an limitierten Reparaturvorgangen des Zahn-Pulpa-Komplexes, wie bei-

spielsweise der Tertidardentinbildung beteiligt (SHI et al. 2001).

Das menschliche Gebiss unterliegt einem einmaligen Zahnwechsel (Diphydontie). Die
Zahne der 1. Dentition werden, wie schon auf Seite 1 erwahnt, als Milchzahne (Dentes
decidui) und die der 2. Dentition als bleibende Zahne (Dentes permanentes) bezeich-
net. Die 1. Dentition verfligt Gber 20 Milchzahne, wahrend das bleibende Gebiss ma-
ximal 32 Zahne enthalt (Oligodontie). Darliber hinaus existieren morphologisch unter-
schiedliche Zahnformen: Schneidezahne (Dentes incisivi), Eckzdhne (Dentes canini),
Pramolaren (Dentes praemolares) und Molaren (Dentes molares) (Heterodontie). Der
makroskopische Zahnaufbau aller Zahnformen besteht aus der Zahnkrone (Corona
dentis), der Zahnwurzel (Radix dentis), dem Zahnhals (Cervix oder Collum dentis) und
der Wurzelspitze (Apex dentis) (SCHIEBLER und SCHMIDT 1999 a). Mikroskopisch
setzen sich die Zahne aus dem Zahnbein (Dentin), dem Zahnschmelz (Enamelum),
dem Zement (Cementum) und der Pulpa zusammen. Schmelz, Dentin und Zement
stellen gemeinsam die Zahnhartsubstanz des menschlichen Zahnes dar. Den Hauptteil
der Zahnhartsubstanzen bildet das Dentin, welches im Bereich der Krone von Schmelz
und im Bereich der Wurzel von Zement umgeben ist. Innerhalb dieses Hartsubstanz-
mantels befindet sich die Pulpahdhle (Cavitas dentis), die sich in den Wurzelkanal
(Canalis radicis dentis) fortsetzt. Beide beinhalten die Zahnpulpa, welche sich topogra-
phisch in Kronen- und Wurzelpulpa unterscheiden lasst. Histologisch besteht die Pulpa
hauptsachlich aus lockerem Bindegewebe. Neben kollagenen Fasern lassen sich Ge-
3



2 Literaturubersicht

falke, Nerven sowie verschiedene Zelltypen finden. Bei letzteren handelt es sich um
Fibroblasten, Odontoblasten, Abwehrzellen und undifferenzierte Mesenchymzellen
(SCHIEBLER und SCHMIDT 1999 a). Abbildung 1 zeigt die réntgenologische Darstel-
lung eines Zahnkeims (a) und eines bleibenden Zahnes mit abgeschlossenem Wur-

zelwachstum (Dens permanens) (b).

a)
Abb. 1: Die Abbildungen zeigen jeweils eine Panoramaschichtaufnahmen mit einem gekennzeichneten

Zahnkeim (a) und einem Dens permanens (b).

2.2 Mesenchymale Stammzellen und Stammzellmarker

Der Definition nach handelt es sich bei mesenchymalen Stammzellen um sich selbst
erneuernde multipotente Vorlauferzellen, die in der Lage sind, in unterschiedliche
mesenchymale Phanotypen zu differenzieren. Das Regenerations- und Differenzie-
rungspotential adulter Stammzellen beschrankt sich nicht nur auf das Gewebe, in dem
sie vorzufinden sind. So konnte in vorangegangenen Studien bereits belegt werden,
dass Zellpopulationen des Knochenmarks neben der Erneuerung des hamato-
poetischen Systems ebenso zur Erneuerung von Muskeln, Gehirn, Fett und vaskula-
rem Endothel fahig sind (BLAU et al. 2001, FERRARI et al. 1998, KOCHER et al.
2001, ORLIC et al. 2001, PETERSEN et al. 1999, PITTENGER et al. 1999).

Die Mechanismen der Transdifferenzierung adulter Stammzellen in andere Zelltypen
werden derzeit noch nicht vollstdndig verstanden. Es wird aber vermutet, dass adulte
Stammzellen durch spezifische bis dato noch unbekannte Proteine reprogrammiert
werden und sich somit in verschiedene Zelltypen differenzieren kénnen. Das Vorhan-
densein multipotenter Eigenschaften bei embryonalen Stammzellen wird auf die Ex-
pression der sogenannten Yamanaka-Faktoren zuriickgefiihrt, die als Oct 3/4, Sox2,
c-myc und KlIf4 bekannt sind (TAKAHASHI und YAMANAKA 2006). Inwiefern die Fak-
toren auch das Verhalten bezlglich multipotenter Eigenschaften von adulten Stamm-
zellen pragen, wird derzeit noch kontrovers diskutiert. Des Weiteren wird angenom-

men, dass bestimmte Faktoren wie z.B. basale Nahrstoffe, Zelldichte, raumliche Orga-
4
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nisation, mechanische Krafte, Wachstumsfaktoren oder Zytokine Einfluss auf die Diffe-

renzierung und Proliferation humaner Stammzellen nehmen (PITTENGER et al. 1999).

Es konnte gezeigt werden, dass einige adulte Stammzellarten in vitro ausreichend gut
kultiviert und expandiert werden kénnen, so dass eine millionenfache Vermehrung der
Zellen maoglich ist (BRUDER et al. 1997, COLTER et al. 2000, PITTENGER et al. 1999,
PROCKOP 2001). PITTENGER et al. (1999) gelang beispielsweise die Isolierung und
Expansion humaner mesenchymaler Stammzellen (hMSC) aus Knochenmarksaspira-
ten mit anschlieBender Differenzierung zu Adipozyten, Osteozyten und Chondrozyten.
Charakteristisch flur diese Stammzellpopulation war neben der Fahigkeit zur Prolifera-
tion und dem adharenten Wachstum die stetige Expression bestimmter Oberflachen-
marker wie z.B. SH2, SH3, CD29, CD44. Hingegen konnte keine Expression hamato-
poetischer Marker, wie CD14, CD34 oder CD45 nachgewiesen werden. Um die Multi-
potenz der hMSC zu beweisen und auszuschlieen, dass es sich bei den isolierten
mesenchymalen Zellen nur um Progenitorzellen handelt, erfolgte eine erneute osteo-
gene, adipogene und chondrogene Differenzierung mithilfe klonaler Zellpopulationen,
ausgehend von einer einzigen Zelle. Auf Grundlage der Ergebnisse konnte bewiesen
werden, dass es sich bei den isolierten Zellen um multipotente mesenchymale Stamm-
zellen handelt (PITTENGER et al. 1999).

| MESENGENESE ' ﬂ
PROLIFERATION ﬁ ﬁ \
Osteogenese | Chondrogenese ' |f-.v'lvogenese ' Knochenmark- l Tendogenese ' Adipogenese
stroma
—
FESTLEGUNG @ @ @ @ @ @

Osteoprogenitor Chondroprogenitor Myoblast stromavorlaufer Tenoblastenvorlaufer Adipoblast

l | l l l |
Q ©%® @

Osteoblast Chondroblast Myoblasten- Stroma Fibroblast Tenoblast Praadipozyt
els(hmel 2ung
DIFFERENZIERUNG
UND
REIFUNG
Osteozyt Chondrozyt Hyo(ube Stromazelle Tenozyt Adlpo yt
| Gewebe I KNOCHEN KNORPEL MUSKEL MARKSTROMA SEHNE FETTGEWEBE

Abb. 2: Schematische Darstellung des Differenzierungspotentials mesenchymaler Stammzellen modifi-
ziert nach CAPLAN und BRUDER (2001), S.260.
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Weitere Studien zeigten, dass isolierte Stammzellen unter definierten [In-vitro-
Bedingungen neben Adipozyten, Chondrozyten und Osteozyten in der Lage sind, in
Myozyten, neuronale Vorlauferzellen und in die Blutzellbildung unterstiitzende Stroma-
zellen zu differenzieren (CAPLAN 1991, MAKINO et al. 1999, PITTENGER et al. 1999,
WAKITANI et al. 1995, WOODBURY et al. 2000). Abbildung 2 stellt schematisch die

Differenzierungsmadglichkeiten einer mesenchymalen Stammzelle dar.

Zur Charakterisierung mesenchymaler Stammzellen kann die Expression verschiede-
ner Oberflachenmarker analysiert werden. Der Oberflachenmarker Stro-1 ist ein
trypsin-resistentes Antigen, das auf humanen und murinen Stammzellen identifiziert
werden konnte. SIMMONS UND TOROK-STORB (1991) konnten erstmals Stro-1 mit-
tels eines speziellen Antikorpers auf mesenchymalen Zellen im Knochenmark nach-
weisen. CD133 ist ein Oberflachenmarker fir hamatopoetische, mesenchymale und
neuronale Stammzellen (D’AQUINO et al. 2007, SHMELKOV et al. 2005, TONDREAU
et al. 2005), der erstmalig 1997 entdeckt wurde (YIN et al. 1997). Der Oberflachenmar-
ker CD271, auch bekannt als ,low affinity nerve growth factor receptor® (LNGFR) ge-
hort zu der ,low affinity Neutrophin Rezeptor-Superfamilie. Es konnte gezeigt werden,
dass er von neuronalen Zellen des zentralen und peripheren Nervensystems exprimiert
wird und deren Entwicklung, Uberleben und Differenzierung beeinflusst (CASACCIA-
BONNEFIL et al. 1996, CHALAZONITIS et al. 1998, DI STEFANO und JOHNSON
1988, KASHIBA et al. 1995, RUDGE et al. 1994, THOMSON et al. 1988, VROEMEN
und WEIDNER 2003). Ebenso konnte in verschiedenen Studien die Expression von
CD271 bei mesenchymalen Stammzellen des Knochenmarks nachgewiesen werden
(CANEVA et al. 1995, JONES et al. 2002, QUIRICI et al. 2002).

Neben dem Knochenmark gelang die Isolierung adulter mesenchymaler Stammzellen
aus weiteren Geweben, wie z.B. Haut, Retina und Nervengewebe (BIANCO et al.
2001, BLAU et al. 2001, DE BARI et al. 2001, FUCHS und SERGE 2000, HARADA et
al. 1999, PITTENGER et al. 1999, POTTEN 1998). Dentales Epithel- und Pulpagewe-
be konnten ebenfalls als moégliche Quelle fir die Gewinnung adulter Stammzellen
identifiziert werden. Trotz erster viel versprechender Resultate bedarf es aber noch
weiterer Forschung (GRONTHOS et al. 2000, SEO et al. 2004).
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2.3 Dentale Stammzellen und Stammzellmarker

Die dentalen Stammzellen lassen sich aufgrund ihrer entwicklungsbiologischen Her-
kunft in ektodermale und ektomesenchymale Stammzellen klassifizieren. Da die ekto-
dermalen Stammzellen nach dem Zahndurchbruch verloren gehen, stellen sie bisher
aber keine reale Quelle fur die Gewinnung adulter humaner Stammzellen dar
(MORSCZECK et al. 2007).

Im Mittelpunkt der bisherigen Forschung stehen die ektomesenchymalen Stammzellen.
Aus ihnen lie3en sich in der Vergangenheit verschiedene dentale Stammzelltypen iso-
lieren. Es kdnnen die dentalen Pulpa-Stammzellen (DPSCs), (GRONTHOS et al. 2000,
D’AQUINO et al. 2007, IOHARA et al. 2006, KERKIS et al. 2006), die ,stem cells from
human exfoliated deciduous teeth® (SHEDs) (MIURA et al. 2003) die periodontalen
Ligament-Stammzellen (PDLSCs) (SEO et al. 2004), die ,stem cells from apical
papilla® (SCAPs) und die humanen dentalen Follikel-Vorlauferzellen (HDFCs)
(MORSCZECK et al. 2005 a, MORSCZECK et al. 2005 b, MORSCZECK 2006) diffe-

renziert werden.

Die DPSCs konnten aus der Pulpa extrahierter Weisheitszahne isoliert werden und
ahneln in einigen ihrer Eigenschaften denen der adulten humanen mesenchymalen
Stammzellen des Knochenmarks (hMSCs) (GRONTHOS et al. 2000). Ebenso wie die
hMSCs sind die DPSCs plastikadharent und klonogen. Dartber hinaus weisen hMSCs
und DPSCs ein ahnliches Expressionsmuster auf. Immunhistochemische Analysen
beider Zellpopulationen ergaben, dass sowohl die DPSCs als auch die hMSCs nicht
mit hamatopoetischen Markern wie z.B. CD14, CD34 oder CD45 reagieren. Beide Po-
pulationen exprimieren Proteine, welche charakteristisch fiir eine osteogene Differen-
zierung sind. Es konnte die Expression von Osteocalcin (OCN), alkalischer Phospha-
tase (AP), Kollagen | (Col1) und Osteonectin beobachtet werden. Beide Stammzellar-
ten bilden unter In—-vitro-Bedingungen kalzifiziertes Gewebe, wobei die DPSCs im
Gegensatz zu den hMSCs unter definierten In-vivo-Bedingungen in der Lage sind,
vaskularisierten Knochen zu bilden (D’AQUINO et al. 2007). Es konnte gezeigt werden,
dass hMSCs und DPSCs in verschiedene Phanotypen differenzieren koénnen,
beispielsweise in Adipozyten, Osteoblasten, Endothelzellen und neuronale Zellen
(D’AQUINO et al. 2007, GRONTHOS et al. 2000, GRONTHOS et al. 2002). Hingegen
besitzen nur die DPSCs die Fahigkeit, zu odontoblastenahnlichen Zellen zu differenzie-
ren, welche Dentin/Pulpa-ahnliche Komplexe bilden kdnnen (GRONTHOS et al. 2000).
Mithilfe des Stro-1-Antikérpers konnten die DPSCs als perivaskulare Zellen lokalisiert
werden (SHI und GRONTHOS 2003). In der Vergangenheit wurden weitere Studien
bzgl. der naheren Charakterisierung der DPSCs durchgefihrt (D’AQUINO et al. 2007,

7
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IOHARA et al. 2006, KERKIS et al. 2006). So gelang es IOHARA et al. (2006), aus der
Zahnpulpa eine Stammzellpopulation zu isolieren, die besser proliferiert als die initial
von GRONTHOS et al. (2000) isolierten DPSCs.

In einer anderen Studie konnte aus der Zahnpulpa exfoliierter Milchzahne eine weitere
dentale Stammzellpopulation isoliert werden. Diese Stammzellen wurden als SHEDs
(,stem cells from exfoliated deciduous teeth”) bezeichnet (MIURA et. al 2003). Sie wie-
sen eine hdhere Proliferationsrate als die DPSCs auf und konnten ebenfalls zu ver-
schiedenen Zelltypen differenzieren. Anhand immunhistochemischer Analysen und
Lfluorescence-activated cell-sorting“ (FACS) konnte die Expression der mesenchyma-
len Stammzellmarker Stro-1 und CD146 nachgewiesen werden, wobei zu beobachten
war, dass die Stro-1'- und CD146"-Zellen perivaskular lokalisiert waren. Ebenso wie
die DPSCs wuchsen die SHEDs in vitro adharent und wiesen eine fibroblastenahnliche
Morphologie auf. Nach In-vivo-Transplantation der Zellen in immunsupprimierte Mause
konnte eine Differenzierung der Zellen in Odontoblasten festgestellt werden. Diese
waren in der Lage, dentindhnliche Strukturen zu bilden. Die Entstehung eines Pulpa-
Dentin-Komplexes, wie er bei Versuchen mit DPSCs zu beobachten war, blieb jedoch
aus (GRONTHOS et al. 2002, MIURA et al. 2003). Darlber hinaus induzierten die
transplantierten SHEDs zwar die Knochenneubildung, indem sie Osteoblasten des
Wirtstieres rekrutierten, wobei sie selbst aber nicht zu knochenbildenden Zellen diffe-
renzierten. Allerdings konnte in vitro ebenso wie bei den DPSCs eine neuronale und
adipogene Differenzierung durch entsprechende Expression gewebespezifischer Mar-
ker (z.B. Nestin, ,glial fibrillary acidic protein® (GFAP), ,peroxisome proliferator-
activated receptor” (PPARY), Lipoprotein-Lipase (LPL) nachgewiesen werden
(GRONTHOS et al. 2002, KERKIS et al. 2006, MIURA et al. 2003). Anhand einer
Ol-Rot-O-Farbung wurde sichtbar, dass ca. 5% der SHEDs nach finf Wochen lipidhal-
tige Vakuolen aufwiesen und zu Adipozyten differenzierten. Weiterhin konnte im Rah-
men des neuronalen Differenzierungsassays eine Veranderung der Zellmorphologie
beobachtet werden. Ein Teil der SHEDs verloren ihre fibroblastenahnliche Morphologie
und bildeten die flir neuronale Zellen typischen multizytoplasmatischen Fortsatze aus
(MIURA et al. 2003). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Pulpa
exfoliierter Milchzahne eine vielversprechende Quelle fur die komplikationslose Gewin-
nung und Isolierung postnataler Stammzellen darstellt. Dieses ist allerdings nur im
Kindesalter moglich. Daher stellt die effiziente Lagerung und Konservierung der Zellen

ein noch zu l6sendes Problem dar.

Neben den DPSCs und den SHEDs konnte aus dem Zahnhalteapparat extrahierter
Zahne eine weitere Stammzellpopulation isoliert werden. Diese Stammzellen wurden

als periodontale Ligament-Stammzellen (PDLSCs) bezeichnet; sie sind ebenso wie die
8
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DPSCs klonogen und plastikadharent, wiesen aber eine héhere Proliferationsrate als
die DPSCs auf (SEO et al. 2004). Die Zellen wurden aus dem parodontalen Ligament
(PDL) extrahierter impaktierter Weisheitszdhne junger Erwachsener isoliert. Die
PDLSCs exprimierten ebenso wie die hMSCs und DPSCs die mesenchymalen
Stammzellmarker Stro-1 und CD146 (GRONTHOS et al. 2000, GRONTHOS et al.
2002, SEO et al. 2004, SHI und GRONTHOS 2003). Dartiber hinaus konnten die
PDLSCs unter entsprechend definierten In-vitro-Bedingungen ebenfalls zu Adipozyten
differenziert werden. Nach 3-wéchiger Inkubation konnten Ol-Rot-O-positive, lipidge-
flllte Fettzellen beobachtet werden. Diese Beobachtung korrelierte mit der Hochregula-
tion von PPARy und LPL (SEO et al. 2004). Die PDLSCs zeigten unter In-vitro-
Bedingungen Mineralisationspotential und exprimierten Zementoblasten- bzw. Osteo-
blasten-assoziierte Marker, z.B. alkalische Phosphatase, ,matrix extracellular
phosphoglycoprotein® (MEPE), Bone Sialoprotein (BSP) oder Osteocalcin. Die
PDLSCs bildeten allerdings weniger kalzifizierte Nodules als die DPSCs. Nach Trans-
plantation von PDLSCs in immunsupprimierte Mause war diese Stammzellpopulation
in der Lage, eine Zement- bzw. PDL-ahnliche Struktur zu bilden. Es konnte keine
Knochen- oder Dentinbildung beobachtet werden, wie sie in In-vivo-Versuchen mit
hMSCs, DPSCs oder SHEDs nachgewiesen wurde (GRONTHOS et al. 2000,
GRONTHOS et al. 2002, MIURA et al. 2003, SEO et al. 2004).

Eine weitere Quelle fur die Gewinnung adulter Stammzellen stellt der dentale Follikel
dar. Der dentale Follikel ist ein Vorlaufergewebe des Zahnhalteapparates, umgibt den
Zahnkeim und enthalt Zellen, die spater den Alveolarknochen, das parodontale Liga-
ment und den Zahnzement bilden. In verschiedenen Studien konnten humane dentale
Follikel-Vorlauferzellen (HDFCs) aus Follikeln extrahierter Weisheitszahne isoliert wer-
den (KEMOUN et al. 2007, MORSCZECK et al. 2005 a, MORSCZECK et al. 2005 b,
MORSCZECK 2006). Die HDFCs sind, ebenso wie die mesenchymalen Stammzellen
des Knochenmarks und die DPSCs, plastikadharent und klonogen. Die HDFCs expri-
mierten den neurogenen Marker Nestin ebenso wie verschiedene osteogene Marker.
Es konnte eine Zunahme der Expression von Osteocalcin und ,bone morphogenic
protein 2 (BMP-2) wahrend der osteogenen Differenzierungsversuche nachgewiesen
werden, wahrend die Expression von BSP und ,core binding factor 1” (Cbfa1) abfiel
bzw. unverandert blieb (MORSCZECK et al. 2005 a, MORSCZECK et al. 2005 b).
HDFCs konnten sowohl unter In-vitro- und In-vivo-Bedingungen zu osteogenen Zellen
differenziert werden. Allerdings waren sie nach Transplantation in immunsupprimierte
Mause nicht in der Lage, Zement oder Knochen zu bilden (MORSCZECK et al. 2005 a,
MORSCZECK et al. 2005 b). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die HDFCs
Uber ein multipotentes Differenzierungspotential verfiigen. Neben der Differenzierung
9
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zu Osteoblasten gelang die Differenzierung zu Chondrozyten und Adipozyten im Rah-
men entsprechender Differenzierungsassays. Nach 21 Tagen war nach osteogener
Differenzierung der HDFCs die Bildung kalzifizierter Nodules (Alizarin-Rot-Farbung)
zu beobachten. Die chondrogene Differenzierung der Zellen konnte histologisch an-
hand der Proteoglycan-Synthese (Alizarin-Blau-Farbung) und der Expression von Kol-
lagen Il nachgewiesen werden. Nach der 21-tdgigen Inkubation der HDFCs in einem
adipogenen Differenzierungsmedium waren die Bildung von OI-Rot-O-positiven Lipid-
vakuolen sowie die Expression von PPARy evident. Daruber hinaus exprimierten die
HDFCs ebenso wie die HMSCs und DPSCs den mesenchymalen Stammzellmarker
Stro-1 und waren CD45 negativ (KEMOUN et al. 2007).

Eine weitere Stammzellpopulation sind die SCAPs (,stem cells from apical papilla®),
welche aus dem Gewebe der apikalen Papille im Bereich des Foramens der Wurzel-
spitze isoliert werden konnten (SONOYAMA et al. 2006). In verschiedenen Differenzie-
rungsassays zum Nachweis der Multipotenz gelang u.a. die Differenzierung der
SCAPs zu odonto- und osteoblastenahnlichen Zellen, welche kalzifizierte Matrix pro-
duzierten. Nach fiinf Wochen waren Ol-Rot-O-positiv gefarbte Fettzellen zu beobach-
ten. Des Weiteren exprimierten die SCAPs nach neurogener Differenzierung entspre-
chend spezifische Marker, beispielsweise Nestin oder BllI-Tubulin (SONOYAMA et al.
2008). Im Rahmen eines In-vivo-Versuches konnte mit transplantierten SCAPs und
PDLSCs in Verbindung mit einem Tragermaterial aus Hydroxylapatit/Tricalcium-
phosphat ein zahnwurzeldhnliches Gewebe mit angrenzendem PDL gebildet werden.
Es gelang die Insertion dieser zahnwurzeldhnlichen Konstruktion in den Kieferknochen
eines Minischweins und die anschlieBende Applikation einer Keramikkrone
(SONOYAMA et al. 2006). Diese Forschungsergebnisse lassen erste Schritte bzgl.
einer neuen Form der Zahnimplantation erhoffen und bedirfen weiterer Unter-

suchungen.

In einem Grol3teil der bisher durchgefiihrten Studien wurden die DPSCs aus der Pulpa
extrahierter Weisheitszahne adulter Patienten gewonnen (BATOULI et al. 2003,
GRONTHOS et al. 2000, GRONTHOS et al. 2002, PAPACCIO et al. 2006, YAMADA et
al. 2006). Das Wurzelwachstum der entsprechenden Zahne war bereits abgeschlos-
sen. Es existieren jedoch nur vereinzelt Studien bzgl. der Charakterisierung von
DPSCs, die aus der Pulpa von Zahnen mit noch nicht abgeschlossenem Wurzel-
wachstum, sogenannten Zahnkeimen, gewonnen wurden. TAKEDA et al. (2008) cha-
rakterisierten eine Population von DPSCs, welche aus der Pulpa von Zahnkeimen iso-
liert werden konnten. Im Rahmen dieser Studie wurden das Proliferationsverhalten,
das Differenzierungspotential und die Genexpression dieser Zahnkeimzellen analy-

siert. Nach osteogener und odontogener In-vitro-Differenzierung konnten nach 15 Ta-
10
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gen AP-positive Zellen und kalzifizierte Matrix beobachtet werden. Nach 28 Tagen adi-
pogener Differenzierung wurden lipidhaltige Fettzellen anhand einer Ol-Rot-O-Farbung
nachgewiesen, die Expression von PPARy und LPL war hingegen negativ. Die Expres-
sion neuronaler Marker wie Nestin und BllI-Tubulin war nach 18-tagiger Differenzierung
evident. In vivo bildeten die Zahnkeimzellen nach Transplantation in immunsupprimier-
te Mause Dentin-Pulpa—ahnliche Komplexe. Die Studie von TAKEDA et al. (2008) zeig-
te ebenfalls, dass sowohl die DPSCs als auch die Zahnkeimzellen nach langfristiger
Kultivierung Uber 30 Passagen ihre Fahigkeit zur Differenzierung verloren hatten.
Diese Resultate deuten an, dass die charakteristischen Eigenschaften der Zahnkeim-
zellen denen der DPSCs ahneln und sie Uber ein ahnliches Differenzierungspotential

verflgen.

Zur ldentifizierung und Isolierung der unterschiedlichen Stammzellpopulationen werden
Stammzellmarker verwendet. Diese werden fast ausschlieRlich von undifferenzierten
Zellen exprimiert oder fungieren als Oberflachenmarker zur Isolierung von Stammzel-
len. Ein wichtiger dentaler Stammzellmarker ist Stro-1, der von den mesenchymalen
Stammzellen des Knochenmarks exprimiert wird. Es konnte gezeigt werden, dass
Stro-1 von den DPSCs, den SHEDs, den HDFCs und den PDLSCs exprimiert wird
(D’AQUINO et al. 2007, GRONTHOS et al 2000, JO et al. 2007, KEMOUN et al. 2007,
MIURA et al. 2003, SEO et al. 2004, SHI und GRONTHOS 2003, SIMMONS und
TOROK-STORB 1991). Des Weiteren konnte festgestellt werden, dass die Expression
des perivaskularen Oberflachenmarkers CD146 bei HMSCs, DPSCs, SHEDs und
PDLSCs evident ist (GRONTHOS et al. 2003, MIURA et al. 2004, SEO et al. 2004, SHI

und GRONTHOS 2003). Im Gegensatz hierzu kommt es bei dem GroRteil der dentalen

Stammzellpopulationen nicht zur Expression der hamatopoetischen Oberflachenmar-
ker CD14, CD45 und CD34 (SHI et al. 2005). Eine Ausnahme stellt die von D’AQUINO
et al. (2007) isolierte Stammzellpopulation dar, welche neben CD34 auch den Stamm-
zellmarker CD133 exprimiert. Es existieren in der Literatur derzeit nur unzureichende
Angaben bzgl. der Expression von CD133 und CD271 auf humanen dentalen Stamm-
zellen. Die Ergebnisse vergangener Studien lassen darauf schliellen, dass unter-
schiedliche Stammzelltypen in der Pulpa existieren, die sich von den von GRONTHOS
et al. (2000) beschriebenen Stammzellen unterscheiden (D’AQUINO et al. 2007,
WADDINGTON et al. 2009). Im Rahmen dieses Versuches erfolgte die Isolierung und

Sortierung der Zahnkeimzellen mit den Stammzellmarkern Stro-1, CD271 und CD133.
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2.4 Osteogenese

Die Osteogenese beschreibt die Bildung von Knochengewebe, welches sich aus Kno-
chenzellen und extrazellularer Knochenmatrix zusammensetzt. Die extrazellulare Ma-
trix besteht aus organischen und anorganischen Bestandteilen. Die anorganischen
Substanzen sind in die organische Knochengrundsubstanz eingelagert und setzen sich
hauptsachlich aus Hydroxylapatitkristallen, Magnesium, Kalium, Chlor, Eisen und Kar-
bonat zusammen. Der organische Anteil der extrazellularen Knochenmatrix besteht zu
90% aus Kollagen Typ | (YOUNG 2003), das von Osteoblasten und Fibroblasten
synthetisiert wird (ROSSERT et al. 2000). Der restliche Anteil setzt sich aus nicht-
kollagenen Proteinen zusammen, zu welchen Osteopontin, Osteonectin, Osteocalcin,
Sialoprotein, Phosphoproteine, Glykoproteine, Proteoglykane, Albumin und andere
Proteine zahlen. Die Knochenneubildung geht von den Osteoblasten aus, welche sich
aus pluripotenten mesenchymalen Stammzellen entwickeln (BHARGAVA et al.1988,
BRUDER et al. 1995). Die Osteoblasten sind an der Synthese und Mineralisierung der

organischen Matrix beteiligt.

Es kénnen in diesem Zusammenhang drei Phasen unterschieden werden (ABE et al.
1993, COLLIN et al. 1992):

» Aktive Proliferation und Synthese von Kollagenen
» Extrazellulare Matrixreifung und Expression von alkalischer Phosphatase
» Mineralisierung der Matrix.

Der Differenzierungsprozess der Osteoblasten in Zusammenhang mit der zeitlichen
Abfolge der Expression bestimmter Markergene ist in Abbildung 3 dargestellt (OWEN
et al. 1990).

Aus Abbildung 3 geht hervor, dass Kollagen Typ | eines der ersten Markergene der
osteogenen Differenzierung darstellt. Die alkalische Phosphatase wird zu Beginn der
extrazellularen Matrixreifung transient exprimiert, wahrend das Osteocalcin zeitlich erst
nach dem Glykoprotein Osteopontin auftritt. Osteocalcin ist ein Markergen fir reife
Osteoblasten und wird wahrend der Phase der Matrixmineralisierung exprimiert
(OWEN et al. 1990). Die Regulation der Osteocalcinexpression erfolgt offenbar tGber
den osteogenen ,core binding factor 1“ (Cbfa1), einen essentiellen Transkripitionsfak-
tor der Osteoblastendifferenzierung (RODAN 1997).

12
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Genexpression des osteogenen Differenzierungsprozesses modifi-
ziert nach OWEN et al. (1990), S.429.

Die Entwicklung der Knochenzellen erfolgt dabei lber eine Reihe von Vorlauferzellen
(AUBIN et al. 1993, AUBIN et al 1995, CAPLAN und BOYAN 1994). Daher lassen sich
verschiedene Stadien der Differenzierung unterscheiden, welche durch die Expression
verschiedener Markergene gekennzeichnet sind und anhand spezifischer Antikérper
erkannt werden kénnen (BRUDER et al. 1998, JOYNER et al. 1997). Die undifferen-
zierten Stammzellen entwickeln sich, wie in Abbildung 4 dargestellt, Gber Osteoproge-
nitorzellen, Praosteoblasten und Osteoblasten zu Osteozyten oder ,lining-cells®.
Die Differenzierungskaskade wird in vivo und in vitro durch eine Sekretionsabfolge un-
terschiedlicher Proteine gesteuert. Das Stadium der Osteoprogenitorzellen und Prao-
steoblasten zeichnet sich durch eine hohe Zellteilungsaktivitat aus. Im Anschluss an
die Osteoblastenproliferation erfolgt die Differenzierung der Zellen. Die mitotisch akti-
ven Praosteoblasten differenzieren zu Osteoblasten, welche samtliche zur Knochenbil-
dung nétigen Matrixkomponenten synthetisieren und sezernieren. Etwa 10-20% der
Osteoblasten werden im Rahmen des Mineralisierungsprozesses in der Knochenmatrix
eingemauert und entwickeln sich zu Osteozyten. Dartber hinaus differenzieren einige
Osteoblasten zu sogenannten ,lining-cells®, deren Funktion noch nicht definiert werden
konnte. Es wird diskutiert, ob sie eine Rolle in der Erndhrung der Osteozyten spielen
(MILLER 1987) oder am Knochenumbau durch die Aktivierung von
Osteoklasten beteiligt sind (PARFITT 1994). Der Groldteil der Osteoblasten (65%) un-
terliegt im Anschluss an die Osteogenese dem programmierten Zelltod (Apoptose)
(JILKA et al. 1998, MANGOLAS 2000).
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Selbsterneuerung und Steigende Differenzierung— Anderung der Genexpression
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Abb. 4: Schematischer Ablauf der osteogenen Differenzierung in vitro. Vereinfachte Darstellung einzelner
Entwicklungsstadien mit entsprechender Markerexpression der osteogenen Differenzierung ausgehend
von einer mesenchymalen Stammzelle. Die Darstellung ist modifiziert nach AUBIN (2001), S.83
(AP = alkalische Phosphatase, OCN = Osteocalcin).

2.5 Chondrogenese

Die Chondrogenese beschreibt die Bildung des Knorpelgewebes, welches sich aus
Knorpelzellen (Chondrozyten) und einer charakteristischen Extrazellularmatrix zusam-
mensetzt. Es lassen sich je nach Zusammensetzung dieser Bestandteile drei verschie-
dene Knorpelarten unterscheiden: Faserknorpel, elastischer Knorpel und hyaliner
Knorpel. Der Faserknorpel besteht aus miteinander verflochtenen Faserbindeln aus
Kollagen, die ihm eine besondere Zugfestigkeit verleihen. Er befindet sich im Bereich
der Menisken, der Symphyse und der Bandscheiben (SCHIEBLER und SCHMIDT
1999 b). Den elastischen Knorpel findet man im duBeren Gehdérgang und der Ohrmu-
schel. Neben kollagenen Fasern enthalt die Extrazellularmatrix dieses Knorpeltyps
noch elastische Fasern (SCHIEBLER und SCHMIDT 1999 b). Die 3. Knorpelart stellt
der hyaline Knorpel dar, welcher vor allem auf den artikulierenden Flachen der Gelen-
ke zu finden ist. Die Herstellung hyalinen Knorpels stellt einen gro3en Fortschritt flr die
Therapie von Gelenkknorpeldefekten dar und soll daher im Folgenden naher beschrie-
ben werden. Der hyaline Knorpel setzt sich aus extrazellularer Matrix und Chondrozy-
ten (1-10%) zusammen (CARNEY und MUIR 1988). Die Chondrozyten sind in der
Extrazellularmatrix in speziellen Kapseln (Chondronen) eingebettet und sind sowohl fiir
die Synthese als auch fir den Abbau der Extrazellularmatrix verantwortlich. Die extra-
zellulare Matrix besteht neben Wasser und lonen (70-80%) hauptsachlich aus den Kol-

lagentypen Il, IX und Xl sowie aus Glykoproteinen und Proteoglykanen (z.B. Aggrecan,
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Chondroadherin) (BARRY et al. 2001, EYRE 2002, LEFEBVRE und SMITS 2005,
MANSSON et al. 2001, MANKIN und TRASHER 1975, MENDLER et al. 1989). Die
Entwicklung des Knorpelgewebes ist ein komplexer Prozess, der mit der Proliferation
und Aggregation mesenchymaler Stammzellen beginnt und durch mesenchymal—
epitheliale Zellinteraktionen reguliert wird (GOLDRING et al. 2006, HALL und MIYAKE
2000, TACCHETTI et al. 1992, TUAN 2004). Im Rahmen der Chondrogenese
differenzieren die mesenchymalen Stammzellen Uber mehrere Zellstadien zu reifen
hypertrophen Chondrozyten. Die einzelnen Stadien sind durch die Synthese verschie-
dener Proteine der Extrazellularmatrix sowie durch die Expression regulatorischer
Marker gekennzeichnet (LEFEBVRE und SMITS 2005). Je nach Reifegrad synthetisie-
ren die Chondroprogenitorzellen zunachst Kollagen Typ Il, spater auch Kollagen
Typ IX, XI und Aggrecan. Abbildung 5 zeigt eine vereinfachte Ubersicht der einzelnen
Differenzierungsstadien, der extrazellularen Proteine und der regulatorischen Marker.
Der Transkriptionsfaktor Sox9 ist auf regulatorischer Ebene fiir die Expression der
Gene flr Kollagen Typ Il, Xl und Aggrecan verantwortlich (BRIDGEWATER et al. 1998,
LEFEBVRE und SMITS 2005, LIU et al. 2000, SEKIYA et al. 2000). Er wird vom
Zustand der undifferenzierten mesenchymalen Zelle bis hin zum saulenférmigen
Chondroblasten exprimiert (LEFEBVRE und SMITS 2005).

Extrazellulare

Differenzieru ium Regulatorische Marker
nesste Matrixproteine -
Mesenchymale Kollagen Typ | Sox9 C
Stammzelle H
[¢]
Préachondrozyt (Kollagen Typ Il) Sox9 N
D
Fraher Kollagen Typ I, Sox9 R
Chondroblast Aggrecan o
G
Saulenformiger Kollagen Typ I, Sox9 E
Chondrablast Aggrecan N
N E
Prahypertropher Kollagen Typ I, S
Chondrozyt Aggrecan E
Hypertropher Kollagen X
Chondrozyt
Terminaler Osteopontin
Chondrozyt MMP, AP

Abb. 5: Vereinfachte Darstellung einzelner Phasen der Chondrogenese unter Einbeziehung der verschie-
denen Differenzierungsstadien der Zellen, der entsprechenden Matrixproteinsynthese und der regulatori-
schen Marker. Die Darstellung ist modifiziert nach LEFEBVRE UND SMITS (2005), S.202.
(MMP = Matrixmetalloproteinase 13, AP = alkalische Phosphatase, Sox9 = SRY (sex determining region
Y)-box 9).
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2.6 Adipogenese

Die Adipogenese beschreibt die Bildung des Fettgewebes, welches sich aus Fettzellen
(Adipozyten), Bindegewebszellen (Fibroblasten), adipozytaren Vorlauferzellen (Praadi-
pozyten), Immunzellen, sowie Endothel- und Blutzellen zusammensetzt. Adipozyten
entwickeln sich, ebenso wie Knochen- oder Knorpelzellen, aus multipotenten mesen-
chymalen Stammzellen. Die Adipogenese lasst sich in zwei Entwicklungsphasen unter-
teilen. Die 1. Phase ist definiert als ,Determination®, die 2. Phase als ,terminale Diffe-
renzierung“ (ROSEN und MACDOUGALD 2006). Im Rahmen der Determination wird
festgelegt, dass sich die multipotente Vorlauferzelle zu einem Adipozyten entwickelt.
Die Differenzierung in andere Zelllinien, z.B. Knochen oder Knorpel, ist somit nicht
mehr mdglich. Es entsteht als friihe Vorlauferzelle der Adipoblast, welcher sich zu
einem Praadipozyten weiterentwickelt. Der Praadipozyt ist noch teilungsfahig und ex-
primiert bereits eine Reihe funktioneller Proteine (z.B. LPL), insbesondere verschiede-
ne Transkriptionsfaktoren (z.B. PPARY) (BOONE et al. 2000). Diese Transkriptionsfak-
toren steuern die Expression adipozytenspezifischer Gene, was zur ,terminalen Diffe-
renzierung“ fihrt. Im Rahmen dieser Phase bildet sich die typische Morphologie des
Adipozyten aus. Durch die zunehmende Lipidakkumulation wird das Zytoplasma des
Adipozyten fast vollstéandig von einer gro3en Lipidvakuole ausgeflllt, wodurch der Zell-
kern in die Peripherie des verbliebenen Zytoplasmas verdrangt wird. Der Transkripti-
onsfaktor PPARy kommt fast ausschlieldlich im Fettgewebe vor und gilt als Haupt-
regulator der Adipogenese (TONTONOZ et al. 1994 a, TONTONOZ et al. 1994 b). Ab-
bildung 6 zeigt schematisch den Ablauf der adipogenen Differenzierung muriner
Stammzellen in vitro. Die adipogene Differenzierung wird durch die Determination der
multipotenten mesenchymalen Stammzelle (MSC) in die adipogene Zelllinie eingelei-
tet.

Die Mechanismen flr die Initiation der Adipogenese sind bisher nicht bekannt (ROSEN
et al. 2000). Der entstandene Adipoblast proliferiert wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase und durchlauft anschlieRend eine Phase des Wachstumsstops. Es
folgen ein bis zwei weitere Mitosen der entstandenen Praadipozyten (klonale Expansi-
on) und es kommt zur Expression der friihen Differenzierungsmarker wie z.B. PPARy
und LPL. Nach Eintritt des 2. permanenten Wachstumsstops differenziert die Zelle
unter sukzessiver Expression der entsprechenden Marker und Akkumulation von Tri-
glyzeriden zu unreifen und nachfolgend reifen Adipozyten (frihe bzw. spate Differen-
zierung). In humanen Zellmodellen wird die Phase der klonalen Expansion nicht beo-
bachtet und die Praadipozyten kénnen ohne Zellteilung zu Adipozyten differenzieren
(ENTENMANN und HAUNER 1996).
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Abb. 6: Schematischer Ablauf der adipogenen Differenzierung muriner Stammzellen in vitro. Die Abbil-
dung wurde modifiziert nach BOONE et al. (2000), S.328. (LPL = Lipoprotein Lipase, PPARy = ,peroxiso-
me proliferator-activated receptor®, aP2 = ,adipocyte protein 2“/“fatty acid binding protein 4“ = FABP4).
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3 Material und Methoden

3.1 Zellen und Zellkulturen

Die verwendeten Zahnkeime fiir diese Arbeit stammten aus der Abteilung fir Mund-,
Kiefer- und Gesichtschirurgie der Universitats-Medizin-Goéttingen (UMG). Im Rahmen
operativer Eingriffe entfernte und nicht mehr benétigte Zahnkeime dienten als Aus-
gangsmaterial fir Primarkulturen. Bei den Zahnkeimen handelte es sich um retinierte
oder Uberzahlige Zahne, die bei den Kindern aus kieferorthopadischen Griinden ent-
fernt werden mussten und die in der Regel verworfen werden. Eine schriftliche Einver-
standniserklarung der Patienten bzw. derer Eltern zur Verwendung des Materials flr
Forschungszwecke liegt in allen Fallen vor. Die Studie wurde von der Ethikkommission
der UMG genehmigt (positives Ethikvotum 15/10/01 und 31/4/11). Die Versuche wur-

den mit den im Anhang aufgefiihrten Materialien durchgefiihrt.

Alle im Folgenden aufgeflinrten Arbeiten mit Zellkulturen sowie die Herstellung der
verwendeten LOsungen wurden unter sterilen Bedingungen (Strerilbank Biohazard
Cleanair En12469, JA Woerden) durchgefiihrt. Vor jedem Mediumwechsel wurden die
Zellkulturen mikroskopisch (Mikroskop Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos) auf
bakterielle und fungizide Kontaminationen untersucht. Die Kultivierung der Zellen er-
folgte im Brutschrank (Sanyo Electric Biomedical CO., Ltd, Japan) unter kontrollierten,
einheitlichen Bedingungen bei einer Temperatur von 37 °C, einem Kohlenstoffdioxidan-
teil von 5% und 95% Luftfeuchtigkeit.

Aus den verwendeten Zahnkeimen wurde das Weichgewebe der Pulpa entnommen, in
kleine Stlickchen zerteilt und in einer Petrischale (58 cm?, Sarstedt, Sarstedt AG & CO,
Numbrecht) mit 15 ml Nahrmedium (DMEM, 10% FKS, 1% Penicillin-Streptomycin)
kultiviert. Die Proliferation der dem Zahnkeim entwachsenen Zellen wurde unter dem
Mikroskop beobachtet. Nachdem die aus dem Zahnkeim herausgewachsenen Zellen in
der Schale einen fast konfluenten Zellrasen gebildet hatten, wurden Gewebestlickchen
in weitere Petrischalen umgesetzt. Die verbliebenen Zellen, die sogenannte Primarkul-
tur, wurden zur weiteren Proliferation trypsiniert, passagiert, gezahlt und mdglichst
gleichmaRig auf Zellkulturflaschen (75 cm?, Greiner, Bio-One GmbH, Solingen) verteilt.

Ein Austausch des Nahrmediums erfolgte alle zwei bis drei Tage.

Das Passagieren der Zellen erfolgte bei Erreichen eines fast konfluenten Wachstums.
Das Medium wurde unter Vakuum abgesaugt und die Zellen anschlieRend mit vorge-
warmten PBS (37 °C) gewaschen. Daraufhin wurden 2 ml Trypsin (auf 37 °C tempe-

riert) zugegeben und eine 5-minltige Inkubation im Brutschrank durchgefiihrt. Je nach
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Ablésungszustand der Zellen wurden gegebenenfalls noch am Boden der Zellkulturfla-
sche adharente Zellen durch leichtes Klopfen und Bewegen der Flasche geldst. Nach
Mobilisation der Zellen wurde das Trypsin mit 8 ml DMEM inaktiviert und die Zellsus-
pension in ein Zentrifugenréhrchen Uberflhrt. Die Zellzahl wurde mit Hilfe des Zellzahl-
gerates CASY (Scharfe System/Innovatis, Reutlingen) ermittelt, die in der Suspension
enthaltenen Zellen fiir eine Dauer von finf Minuten bei 250 x g zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das verbliebene Zellpellet wurde, je nach Zellzahl, in einer ent-
sprechenden Menge Wachstumsmedium aufgenommen und so aufgeteilt, dass maxi-
mal 700.000 Zellen in eine Zellkulturflasche (75 cm?) ausplattiert wurden. Nach mikro-
skopischer Kontrolle wurden die passagierten Zellen im Brutschrank unter standardi-
sierten Bedingungen weiter kultiviert. Eine Passage wurde charakterisiert durch das
Ablésen einer adharenten Kultur (z.B. durch Trypsinierung) gefolgt von einer weiteren
Kultivierung der Zellen in geringeren Konzentrationen. Das Passagieren der Zellen
erfolgte vor Erreichen der Konfluenz, um eine vorzeitige Differenzierung der proliferie-

renden Kulturen zu vermeiden.

3.2 Zellzahlung

Das Zahlen der Zellen erfolgte nach dem Passagieren bzw. dem Ernten der Zellen mit
Hilfe des Zellzahlgerats CASY (Scharfe System/Innovatis, Reutlingen). Hierbei wurde
die zu messende Zellsuspension gut vermischt und eine Probe entnommen. Diese
wurde in einem Verhaltnis von 1:100 mit der isotonen Pufferlésung (CASYton) ver-
dinnt. Dementsprechend wurde zu 10 ml Pufferlésung ein Volumen von 100 ul Zell-
suspension hinzugegeben und nochmals gut vermischt. Im Anschluss erfolgte die Zell-
zahlung durch das Zellzahlgerat. Die zu zahlenden Zellen werden hierbei in eine
Messkapillare gesaugt, an die eine elektrische Spannung angelegt ist. Durch den
Zelleintritt in die Messkapillare kommt es zu einer Widerstandsanderung, welche einen
elektrischen Impuls hervorruft. Die Anzahl der Impulse entspricht der Zellzahl. Dieses
Widerstandsmessprinzip wird mit dem Verfahren der Pulsflachenanalyse kombiniert,
wobei die jeweilige Pulsflache proportional zum Zellvolumen ist. Daher erfolgt neben
der Zellzahlbestimmung eine Darstellung der GrofRenverteilung der Zellen. Je nach
Zellgrofle werden individuelle Impulse verursacht, wodurch eine Differenzierung ver-
schiedener Zellpopulationen sowie die Abgrenzung vitaler von devitalen Zellen moglich
sind. Aufgrund der defekten und durchlassigen Zellmembranen devitaler Zellen werden
diese anhand der GroRRe ihres Zellkerns bestimmt und somit kleiner dargestellt als vita-
le Zellen mit intakter Zellmembran. Daher ist es moéglich die Anzahl der lebenden Zel-

len fir die Differenzierungsassays zu bestimmen.
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3.3 Zellsortierung mit Magnet-Beads (MACS)

Die Zellsortierung mit magnetischen Partikeln ,magnetic-activated cell-sorting“ (MACS)
wird bei der Isolierung bestimmter Zellpopulationen angewendet. Im Versuchsablauf
wurden die kultivierten Zahnkeimzellen anhand spezifischer magnetgekoppelter Anti-
korper (CD133, CD271, Stro-1) selektiert. Die verwendeten Antikdrper binden an spe-
zifische Oberflachenstrukturen der Zellen, wodurch diese Uber die Antikdrper mit den
magnetischen MicroBeads verbunden werden. Die Selektion der an die MicroBeads
gekoppelten Zellen aus dem Zellgemisch fand beim Durchfluss der Mischpopulation
durch ein Magnetfeld statt. Die verwendeten Zahnkeimzellen wurden fiir die Selektion
vorbereitet, indem sie vor allen Sortierungen mit 2 ml PBS gewaschen wurden. Nach
dem Trypsinieren wurde die Zellzahl im CASY bestimmt. Danach wurde die Zellsus-
pension mit 250 x g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die verbliebenen
Zellen wurden mit 2 ml PBS gewaschen, zentrifugiert und der Uberstand erneut ver-
worfen. Die Markierung dieser Zellen erfolgte durch die Zugabe der verwendeten
Antikdrper und entsprechende Inkubation (Markierungsprotokolle: sieche ANHANG).
Die im Rahmen dieser Markierungsvorgange entstandenen Zellpellets wurden flir das
weitere Vorgehen in MACS-Puffer aufgenommen und je nach Zellzahl so aufgeteilt,

dass maximal 2,5 Mio. Zellen in 500 pl MACS-Puffer gelést wurden.

Die Magnetsaule (MS-Columns, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) der Mini
MACS-Separation Unit (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) wurde vorbereitet
und mit 500 yl MACS-Puffer gespiilt. AnschlieRend wurden die in den 500 ul MACS-
Puffer aufgenommenen Zellen in die Saule pipettiert und diese dann dreimal mit
jeweils 500 yl MACS-Puffer gewaschen. Die markierten (positiven) Zellen blieben in
der Saule hangen, wahrend die nicht markierten (negativen) Zellen das Magnetfeld
ungehindert passieren und in einem Zentrifugenréhrchen gesammelt werden konnten.
Die in den Columns verbliebenen markierten Zellen wurden in ein sauberes Réhrchen
eluiert, indem die Saule aus dem Magnetfeld genommen und mit 1 ml MACS-Puffer
gespult wurde. Die MAC-Sortierung ist schematisch in Abbildung 7 dargestellt. Die
negativen und positiven Zellen wurden gezahlt (CASY) und fiir die Differenzierungsas-
says verwendet. Die eluierten Mischpopulationen (Stro-1"-, CD133- und CD271"-
Zellen) wurden im Rahmen dieser Untersuchung als Stro-1/CD133/CD271 negativ sor-

tierte Zellen bezeichnet.
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1.Schritt: Zellmarkierung
Die Zellen wurden magnetisch mit
den MACS® MicroBeads markiert.

2. Schritt- Separation der Zellen

Die Zellen wurden in der Magnetsaule
(MS-Columns) der Mini MACS-Separation
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reiichie Kischpopulaien 3. Schritt: Elution der markierten Zellen

Die Magnetsaule (MS Columns)wurde
aus dem Magnetfeld der Mini MACS-
Separation Unit genommen und die

(negative Zellen) gesammelt.

magnetisch markierten Zellen konnten
als Positiviraktion in ein separates

Rohrchen eluiert werden.

Abb. 7: Schematische Darstellung der MAC-Sortierung (modifiziert nach Miltenyi Biotec®;

www.miltenyibiotec.com).

3.4 Differenzierungsassays

Im Rahmen des adipogenen Differenzierungsassays wurden die zuvor mittels
MACS isolierten Zellpopulationen (CD271*"-Zellen, CD133*"-Zellen, Stro-1*"-Zellen) in
12-Well-Platten (Greiner, Bio-One GmbH, Solingen) ausplattiert. Fir jeden Antikérper
(Stro-1, CD133, CD271) wurden zwei 12-Well-Platten mit Zellen versehen. Vier Wells
einer Platte wurden mit 50.000 positiv sortierten Zellen des jeweiligen Antikorpers be-
stickt. In zwei weiteren Wells wurden 50.000 Zellen der restlichen Mischkultur (negativ
sortierte Zellen) ausgesat. Die Inkubation der Zellen fand unter den o.g. standardisier-
ten Bedingungen statt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bis zu einer Konfluenz von
70-80% mit 1 ml NH-Expansionsmedium (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach)
pro Well. Das Medium wurde alle drei Tage gewechselt. Das Wachstumsverhalten der
Zellen wurde taglich mittels Lichtmikroskop kontrolliert. Sobald die Kulturen 70-80%
Konfluenz erreicht hatten, wurde die adipogene Differenzierung induziert (Tag 0). Dafir
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml Adipozytendifferenzierungsmedi-

um (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) pro Well unter den oben genannten
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Bedingungen inkubiert. Auch das Differenzierungsmedium wurde wahrend der
Versuchsdauer alle zwei bis drei Tage erneuert. An Tag 14 der adipogenen Differen-
zierung wurden drei der mit positiven Zellen bestiickten Wells und ein mit negativen
Zellen versehenes Well zur molekularbiologischen Untersuchung geerntet (Well 1+,
Well 2+, Well 3+, Well 5-). Die Zellen der verbliebenen Wells (Well 4+, Well 6-) wurden
fir den Lipidnachweis mittels Ol-Rot-O-Farbung in Formaldehyd fixiert. An Tag 28
wurde identisch mit den Zellen der 2. Platte verfahren. Abbildung 8 zeigt schematisch
die Zeitverlaufe der adipogenen Differenzierungsassays. Das Ernten der Zellen erfolg-
te nach dem unten genannten Schema. Sowohl dem Expansions- als auch dem Diffe-
renzierungsmedium wurden zum vorbeugenden Schutz vor Kontamination bei jedem
Mediumwechsel 10 pl Penicillin-Streptomycin-Losung (Biochrom AG, Berlin) pro Well
zugesetzt. Das Stammzellexpansions- und das Adipozytendifferenzierungsmedium
wurden aliquotiert bei -20 °C im Gefrierschrank (Liebherr, Ochsenhausen) gelagert.
Fur den Austausch des Mediums wurden die Lésungen im Wasserbad (Memmert,
Schwabach) auf 37 °C temperiert.

Das Ernten der Zellen erfolgte nach Abzug des Mediums, Trypsinierung und Zellzah-
lung. Nach Mobilisation der Zellen wurde das Trypsin (500 ul) mit 500 yl DMEM inakti-
viert und die Zellsuspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefal® tberfuhrt. Zur Ermittlung
der Zellanzahl wurde die Suspension gut vermischt und anschlielend 100 pl fir die
Zellzahlung abgezogen. Mithilfe des CASY-Zellzahlgerates wurde die Zellanzahl/Well
bestimmt. Die verbliebene Zellsuspension wurde 5 min bei 500 x g und einer Tempera-
tur von 21 °C pelletiert und in 500 pl PBS resuspendiert. Das Pellet wurde erneut unter
den o.g. Bedingungen zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgezogen und das verblie-
bene Zellpellet umgehend in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Die anschlieRende Lage-
rung der Zellen erfolgte bis zur molekularbiologischen Aufarbeitung im Gefrierschrank
(Sanyo, Bad Nenndorf) bei -80 °C.

Fur jeden der verwendeten Stammzellmarker (CD133, CD271, Stro-1) wurden zwei

12-Well-Platten nach dem oben genannten Schema mit Zellen bestiickt (Tabelle 1).

Tab. 1: Schematische Darstellung des adipogenen Versuchsaufbaus.

CD133 CD271 STRO-1

14-Tage-Platte 14-Tage-Platte 14-Tage-Platte

28-Tage-Platte 28-Tage-Platte 28-Tage-Platte
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Abb. 8: Schematische Darstellung des Zeitverlaufs der adipogenen Versuchsreihe unter Einbeziehung

von Startzeitpunkt der Differenzierung, Erntezeitpunkten und Mediumwechsel.

Die mittels MACS isolierten Zellpopulationen (CD271%-Zellen, CD133"-Zellen,
Stro-1*"-Zellen) wurden fiir die chondrogene Differenzierung in 24-Well-Platten
(Corning B.V. Life Science, Netherlands) ausplattiert. Fir jeden Antikérper wurden
zwei Wells einer Platte mit einem Transwell-Einsatz (Corning B.V. Life Science,
Netherlands) und 500.000 Zellen versehen. Es wurden jeweils 500.000 positiv und
500.000 negativ sortierte Zellen (restliche Mischkultur) pro Transwelleinsatz (,transwell
insert‘) ausgesat. Dazu wurden die Zellen zuvor in 100 pl Chondrozyten-
differenzierungsmedium (Provitro, Berlin) aufgenommen, auf die permeable Poly-
carbonatmembran (,upper compartment®) des Transwell-Einsatzes pipettiert und

bei 200 x g fir 5 min anzentrifugiert. AnschlieRend wurden 500 uyl Chondrozyten-
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differenzierungsmedium durch die Fenster der Einsatze auf den Boden der Wells
(,lower compartment®) suspendiert. In Abbildung 9 ist der Versuchsaufbau des chon-
drogenen Differenzierungsassays schematisch dargestellt. Der Mediumwechsel fand
alle zwei Tage ausschlieldlich im ,lower compartement” statt. Die Inkubation der Zellen
erfolgte im Brutschrank unter den o.g. Bedingungen Uber einen Zeitraum von 33 Ta-
gen. An Tag 33 wurden die entstandenen Zellpellets zur molekularbiologischen Unter-
suchung geerntet und in flissigem Stickstoff tiefgefroren. Das Differenzierungs-
medium wurde aliquotiert bei -20 °C gelagert und fir den Austausch im Wasserbad auf

37 °C erwarmt.

Zellen l
Upper

PX0X0 X0 X0 X0 compartment
< Lower
I | compartment
Permeable

Polycarbonatmembran

Abb. 9: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des chondrogenen Assays modifiziert nach
SAUNDERS (2009), S.676.

Die osteogene Differenzierung der zuvor mittels MACS isolierten Zellpopulationen
(CD271*"-Zellen, CD133""-Zellen, Stro-1*"-Zellen) erfolgte in 6-Well-Platten (Greiner,
Bio-One GmbH, Solingen). Es wurden jeweils drei 6-Well-Platten/Antikrper mit Zellen
versehen. In den ersten drei Wells einer Platte wurden jeweils 50.000 positiv sortierte
Zellen ausgesat. Das 4. Well wurde mit 50.000 Zellen der restlichen Mischkultur (nega-
tiv sortierte Zellen) bestlckt, wahrend die letzten zwei Wells unbenutzt blieben.
Die Inkubation der Zellen erfolgte unter den o.g. standardisierten Bedingungen. In den
ersten finf Versuchstagen erfolgte die Kultivierung der Zellen mit 1,5 ml NH-
Expansionsmedium (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) pro Well. Nach zwei
Tagen wurde das Expansionsmedium gewechselt. Am 5. Versuchstag wurde die
osteogene Differenzierung induziert (Tag 0). Daflir wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und mit 1,5 ml Osteoblastendifferenzierungsmedium (Miltenyi Biotec
GmbH, Bergisch Gladbach) pro Well inkubiert. Die Zellen der 5-Tage-Platten wurden

geerntet. An Tag 7 wurde das Differenzierungsmedium der 9-Tage- und der 21-Tage-
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Platte ausgetauscht. Am 9. Versuchstag (4. Tag der Differenzierung) wurden die Zellen
der 9-Tage-Platte geerntet und das Medium der 21-Tage-Platte gewechselt. Bis zum
Ende des Versuches an Tag 21 wurde das Differenzierungsmedium alle zwei bis drei
Tage gewechselt, je nach Héhe des Verbrauchs. Am 21. Versuchstag (16. Tag der
Differenzierung) wurden die Zellen der 21-Tage-Platte geerntet. Abbildung 10 zeigt
schematisch den Zeitverlauf des osteogenen Differenzierungsassays. Sowohl dem
Expansionsmedium als auch dem Differenzierungsmedium wurden zum vorbeugenden
Schutz vor Kontamination bei jedem Mediumwechsel jeweils 15 pl Penicillin-
Streptomycin-Lésung (Biochrom AG, Berlin) pro Well zugesetzt. Beide Medien wurden
aliquotiert bei -20 °C gelagert und fir den Austausch im Wasserbad auf 37 °C erwarmt.
Bei jedem Mediumwechsel wurde aus jedem Well 1 ml Uberstand genommen und fir
den spateren Osteocalcin-ELISA bei -80 °C tiefgefroren. Das Ernten der Zellen erfolgte

nach o.g. Schema (siehe adipogene Differenzierung).

Stro-1
CD 133
CD 271

Ernte Ernte Ernte

Expansionsmedium Osteoblastendifferenzierungsmedium
(Wechsel an Tag 2) (Wechsel alle 2 Tage)

Abb. 10: Schematische Darstellung des Zeitverlaufs der osteogenen Versuchsreihe unter Einbeziehung

von Startzeitpunkt der Differenzierung, Erntezeitpunkten und Mediumwechsel.

Fur jeden der verwendeten Stammzellmarker (CD133, CD271, Stro-1) wurden drei

6-Well-Platten nach dem oben genannten Schema mit Zellen bestlickt (Tabelle 2).

Tab. 2: Schematische Darstellung des osteogenen Versuchsaufbaus.

CD133 CD271 STRO-1

5-Tage-Platte 5-Tage-Platte 5-Tage-Platte
9-Tage-Platte 9-Tage-Platte 9-Tage-Platte

21-Tage-Platte 21-Tage-Platte 21-Tage-Platte
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Das Einfrieren der Zellen erfolgte in flissigem Stickstoff unmittelbar nach dem Ernten
der Zellen. Hierflr wurden die aus den einzelnen Differenzierungsassays gewonnenen
Zellen in 2 ml CryoTubes (Nunc, Roskilde, Denmark) Uberflhrt und anschliellend 5 min
mit 500 x g bei 21 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in
flissigen Stickstoff getaucht. Die Lagerung bis zur molekularbiologischen Aufbereitung
erfolgte bei -80 °C im Gefrierschrank (Sanyo, Bad Nenndorf).

Die aus den einzelnen Differenzierungsassays gewonnenen Uberstadnde wurden in
Eppendorf-Reaktionsgefalle pipettiert und bei -80 °C im Gefrierschrank (Sanyo,

Bad Nenndorf) eingefroren.

3.5 Molekularbiologische Methoden

Der Nachweis der Transkription von Markergenen wurde mittels Polymerase-Ketten-
Reaktion (PCR) bzw. quantitativer Real-time PCR (RTq-PCR) durchgeflihrt. Diese

Verfahren bestehen aus drei Phasen:
» der Isolierung von RNA aus den Zellen,
» der cDNA-Synthese und
» der Amplifikation spezifischer cDNA-Abschnitte mittels PCR/RTq-PCR.

Diese Verfahren stellen reproduzierbare Methoden zur Analyse der Expression von

Markergenen auf Transkriptionsebene dar und sind hochspezifisch.

Die Isolierung von RNA aus den Zellkulturproben erfolgte mit dem QIAGEN RNeasy Kit
(Qiagen GmbH, Hilden). Die folgenden Arbeitsschritte wurden nach dem Protokoll des
Herstellers durchgefiihrt. Zuerst erfolgte die Lyse der Zellen im Lyse-Puffer (Buffer
RLT), der vorher mit 1% R-Mercaptoethanol versetzt wurde. Anschlielend wurde
das Lysat auf eine QlAshredder-Saule gegeben und 2 min bei maximaler Drehzahl
(16400 rpm) homogenisiert. Der Durchlauf wurde mit 70%igem Ethanol versetzt,
wodurch das selektive Binden der RNA an die RNeasy Membran geférdert wurde. Die-
ses Gemisch wurde in die RNeasy Zentrifugationsréhrchen Gberfihrt und zentrifugiert.
Dadurch wurde die RNA an der Membran gebunden. Anschliefiend erfolgte die Durch-
fihrung des DNase-Verdaus mittels RNase-Free Dnase Set (QIAGEN GmbH, Hilden)
um Verunreinigungen der RNA durch genomische DNA zu vermeiden. Zuletzt wurde
die RNA mit RNase-freiem Wasser eluiert. Die Konzentration und Reinheit der
Eluate wurden durch Messung der Exstinktionen bei 260 nm fiir Nukleinsauren und bei
280 nm flr Proteine in einem Photometer bestimmt. Der Quotient aus der optischen
Dichte (OD) bei 260 nm und bei 280 nm sollte zwischen 1,8 und 2 liegen. Die isolierte
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RNA konnte nun direkt fir die cDNA-Synthese eingesetzt oder bei -70 °C tiefgefroren

werden.

Die Isolierung wurde bei Raumtemperatur in den folgenden 14 Schritten vorgenom-

men: cDNA-Synthese

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Die Zellen (max. 5 x 10°) mit 350 pl RLT-Puffer/1% B-Mercaptoethanol lysieren.

Das Lysat auf eine QlAshredder-Saule geben und 2 min mit 16400 rpm zentri-

fugieren (Eppendorf Zentrifuge 5417C, Wesseling-Berzdorf).

Den Durchlauf mit gleichem Volumen 70%igem Ethanol versetzen und vorsich-

tig mischen.

Das Gemisch sofort auf die RNeasy-Saule geben und (15 sec bei 10.000 rpm)

zentrifugieren. Den Durchlauf verwerfen.

Fur den DNase-Verdau werden pro Ansatz 10 pyl DNase | mit 70 pl Puffer RDD

vorsichtig vermischt und kurz anzentrifugiert.

350 ul RW1-Puffer werden auf die Saule gegeben und 15 sec bei 10.000 rpm

zentrifugiert. Den Durchlauf verwerfen.

80 pl DNase I-Mix aus Schritt 4 werden direkt auf die Membran der Saule pipet-

tiert und fur 15 min inkubiert.

350 pyl RW1-Puffer auf die Saule geben und 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugie-

ren. Den Durchlauf verwerfen.

500 ul RPE-Puffer auf die Saule geben und 15 sec bei 10.000 rpm zentrifugie-

ren. Den Durchlauf verwerfen.
Schritt 8 wiederholen.

Die Saule wird 2 min bei 10.000 rpm zentrifugiert, um Reste des Puffers zu ent-

fernen.

Die Saule wird in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefaly gestellt und es werden
30 (-50) ul RNase-freies Wasser direkt auf die Membran gegeben. Anschlie-

Rend wird die Saule 1 min bei 10.000 rpm zentrifugiert.

Das Eluat wird direkt auf Eis gestellt und 1 pl in einer 1:100-Verdlinnung im

Photometer gemessen.

RNA bei -70 °C lagern oder direkt fiir die cONA-Synthese einsetzen.
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Die cDNA Synthese erfolgte im Anschluss an die RNA-Isolierung mithilfe des iScript
cDNA Synthesis Kit (BioRad Laboratories GmbH, Miinchen) nach Herstellerangaben.
Zur weiteren Untersuchung der mRNA-Genexpression muss die zuvor isolierte mRNA
in cDNA umgeschrieben werden. Oligonukleotide (Oligo(dT)) binden an die poly(A)-
Enden der mRNA und mithilfe des viralen Enzyms Reverse Transkriptase (RT) wird die
messenger-RNA in cDNA umgeschrieben und es kommt zur Synthese komplementa-
rer DNA-Strange. Im Rahmen der cDNA-Synthese wurden (wenn nicht anders

vermerkt) 200 ng extrahierte RNA eingesetzt.

Reaktionsansatz (20 ul):

4yl iScript-Mastermix
1yl Reverse Transkriptase

15yl 200 ng RNA-Template (+Nuklease-freies Wasser).

Der Reaktionsansatz wurde gut durchmischt und durchlief anschlieBend im Master-
Cycler Gradient (Eppendorf, Wesseling Berzdorf) verschiedene Inkubationsphasen.
Zuerst erfolgte eine 5-minltige Inkubation bei 25 °C, wodurch alle Komponenten auf
Zimmertemperatur erwarmt wurden. Im nachsten Schritt wurde die RNA-Probe fir
30 min bei 42 °C inkubiert. In dieser Phase wurde die mRNA mithilfe der Reversen
Transkriptase, den Oligo (dT) und ,random primern“ in cDNA umgeschrieben. Das
Stoppen der Reaktion erfolgte durch eine 5-minltige Denaturierung des Enzyms bei
einer Temperatur von 85 °C. Die entstandene cDNA wurde fiir den direkten weiteren

Gebrauch auf 4 °C abgekuhlt oder zur Lagerung bei -20 °C tiefgefroren.

Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren, mit dem ein bestimmter DNA-
Abschnitt millionenfach amplifiziert werden kann. Nach Auftrennung doppelstrangiger
DNA wird mithilfe der Tag-DNA-Polymerase der gewtinschte DNA-Abschnitt vervielfal-
tigt. Es hybridisieren zwei Oligonukleotide, auch als Primer bezeichnet, spezifisch an
ihre komplementaren Sequenzen des gesuchten Genabschnitts und bilden somit den
Startpunkt flr die Tag-DNA-Polymerase. Durch die Zugabe von Nukleotiden (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) kann nun die Synthese des komplementaren DNA-Stranges
erfolgen. Der Ablauf der PCR kann in drei Phasen unterteilt werden, welche sich in

Lange und Temperatur unterscheiden:
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» Denaturierung: Die DNA-Doppelstrange werden auf ca. 94-96 °C erhitzt und

dadurch denaturiert. Dies fihrt zur Trennung der DNA-Doppelstrange.

» Annealing: Bei einer Temperatur von ca. 50-60 °C findet die Hybridisierung der

Primer an die komplementaren DNA-Sequenzen statt.

» Elongation: Bei einer Temperatur von 72 °C findet die Synthese des komple-
mentaren DNA-Stranges durch die Aktivitat der Tag-DNA-Polymerase statt. Der

entsprechende Einzelstrang wird in 5°-3‘-Richtung synthetisiert.

Dieser Vorgang stellt einen Zyklus dar. In jedem durchlaufenen Zyklus wird die Menge
der gebildeten Molekile verdoppelt und es kommt im Idealfall zu einer exponentiellen
Vermehrung der spezifischen Sequenz. Ublicherweise werden ca. 30-40 Zyklen durch-
laufen, je nach Intensitat des zu erwartenden Expressionssignals. Die jeweiligen PCR-

Bedingungen werden durch das Programmieren des Thermocyclers festgelegt.

Der Temperaturverlauf der durchgefiihrten PCR-Reaktionszyklen hatte das nachfol-
gende Protokoll. Die Annealing-Temperatur (X °C) des jeweiligen Ziel-Gens ist in der
Tabelle 3 aufgeflhrt.

1x 2 min 95 °C (initiale Denaturierung)
40x 45sec 95 °C (Denaturierung)

40x 45sec X°C (Annealing)

40x 45sec 72 °C (Elongation)

1x 5 min 72 °C (finale Elongation)

o0 4°C

Reaktionsansatz (20 yl):

1yl cDNA
1l Primermix (“forward” und “reverse”) je 10 pmol/ul
10 I Go Taq Green Master Mix (Promega)

8 ul  bidest. Wasser
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Tab. 3: Auflistung der Ziel-Gene, Primer-Sequenzen, Annealing-Temperaturen (T) und die FragmentgréRe

der cDNA in Basenpaaren (bp).

Primersequenzen T cDNA
Ziel-Gen
(forward/reverse) (°C) (bp)

5-CGAGATCCCTCCAAAATCAA-3’
GAPDH 50 216
5-GGAGGCATTGCTGATGATCT-3’

5-AAGCAGGAGGGCAGCGAGGT-3"
Osteocalcin 52 178
5"-CGTAGAAGCGCCGATAGGC-3"

5"-GATGAGACAGAGGTGGTGGAAG-3’
Osteonectin 55 218
5"-GGGGTCCTGGCACACGCACAT-3"

5-GAGTCTCACCATTCTGATGA-3"
Osteopontin 52 | 126 (human)
5-CACACTATCACCTCGGCCAT-3"

5'-GACTGGAGATTGGCAAGTGC-3’
Osteocrin 55 393
5'-GCCTCTGGAATTTGAAAGCC-3"

5-CATAACCGTCTTCACAAATCCTCCC-3’
Cbfa1 55 443
5-GTGAGGGATGAAATGCTTGGGAAC-3’

5’-GACCTCCGGCTCCTGCTCCTCTTAG-3"
Kollagen1a1 53 532
5-GGACCCATGGGGCCAGGCACGGAAA-3’

5"-TGGTGGAGGAGCTGAAGCTGT-3’
Chondroadherin 58 116
5-CTTCTCCAGGTTGGTGTTGTCC-3"

5-GATCATCACCACACAGTCCT-3"
Aggrecan 60 124
5-GAACGACAAGACCATCGAAG-3’

5-CTGAAGAAGGAGAGCGAGGA-3’
Sox9 60 129
5-CTTGTTCTTGCTCGAGCCGT-3’

5-ATGCTTTTGTAGGTACCTGG-3’
FABP4 57 387
5-CTCTCTCATAAACTCTGTG-3"

5-GTTGACTTCTCCAGCATTTC-3"
PPARy 52 266
5-CAAGCATGAACTCCATAGTG-3’

Sogenannte ,housekeeping“-Gene sind Gene, die konstitutiv und unabhangig von
intra- oder extrazellularen Vorgangen exprimiert werden. Dementsprechend wird
angenommen, dass die Genexpression eines ,housekeeping“-Gens immer konstant
bleibt und somit als internes Referenzgen verwendet werden kann. Daher kann mit
Hilfe eines ,housekeeping“-Gens sowohl die Intaktheit der eingesetzten cDNA als
auch die Primerspezifitat Uberprift werden. Im Rahmen der hier durchgefliihrten PCR

wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) als ,housekeeping“-Gen
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verwendet. GAPDH ist ein Enzym der Glykolyse und wird von jeder Zelle eines Lebe-

wesens exprimiert.

Die quantitative Real-time PCR (RTq-PCR) ist ein Verfahren, mit dem die Expressi-
onshdohe bestimmter Marker zwischen verschiedenen Differenzierungszeitpunkten
bestimmt und quantitativ verglichen werden kann. Im Gegensatz zu der konventionel-
len PCR findet eine Echtzeit-Uberwachung der einzelnen Amplifikationszyklen nach
jedem Elongationsschritt statt. Im Rahmen dieses Versuches wurde der iQ SYBR
Green Supermix der Firma Bio-Rad verwendet. Die Durchflihrung erfolgte nach dem
Herstellerprotokoll. SYBR Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, welcher in die doppel-
strangige DNA interkaliert und bei Anregung ein Fluoreszenzsignal abgibt. Die
Fluoreszenzintensitat ist hierbei proportional zu der Menge der amplifizierten PCR-
Produkte. Im Anschluss an die Amplifikation wurde eine Schmelzkurvenanalyse durch-
gefuhrt. Hierbei wurde die Temperatur alle 10 sec jeweils um 0,5 °C von 55 °C auf
95 °C erhoht. Die PCR-Produkte denaturieren bei einer produktspezifischen Tempera-
tur. Diese Denaturierungstemperatur der DNA-Moleklile ist abhangig von deren Lage
und Basensequenz. Da SYBR Green nur an doppelstrangige PCR-Produkte bindet,
nimmt die Fluoreszenz bei Erreichen der jeweiligen Denaturierungstemperatur der ein-
zelnen Produkte ab. Folglich entsteht auf der Temperaturkurve fiir jedes Produkt ein
spezifischer Peak. Die Durchflihrung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Es wurden

folgende Protokolle verwendet:

Standard-Protokoll:

1x 3 min 95 °C (initiale Denaturierung)
40x 10 sec 95 °C (Denaturierung)

40x 30 sec 60 °C (Annealing/Elongation)
1x 1 min 95 °C (Elongation)

1x 1 min 55°C (finale Elongation)

Reaktionsansatz (25 ul):

5 ul Template (cDNA) (1:5 vorverdlnnt)
je 0,4 ul Primer-Mix (10 pmol/ul)

12,5 pl SYBR Green Supermix

7,1 ul bidest. Wasser

Schmelzkurvenanalyse:

55°C-95°C 10 sec 81 x jeweils 0,5 °C erhéhen
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3.6 Osteocalcin-ELISA

Osteocalcin ist ein nicht-kollagenes Protein der Knochenmatrix und wird von Osteo-
blasten synthetisiert. Die Osteocalcinkonzentration wurde im Uberstand mittels eines
.enzyme linked immunosorbent assay“ (ELISA) der Firma Nordic Bioscience Diagno-
stics (Herlev, Danemark) bestimmt. Die aus den osteogenen Assays gewonnenen
Uberstande wurden bis zur Durchfiihrung der ELISAs bei -80 °C gelagert und fiir die
ELISAs auf Raumtemperatur erwarmt und durchmischt. Bei den verwendeten ELISAs
handelt es sich um einen Sandwich-enzymimmunologischen Test, mit dem eine quanti-
tative Bestimmung von Osteocalcin durchgefiihrt werden kann. Das Testprinzip basiert
auf der Verwendung von zwei spezifischen Antikdrpern gegen humanes Osteocalcin.
Ein Antikorper, der die mittlere Region des Osteocalcins (Aminosaure 20-43) erkennt,
wird als Fanger-Antikérper benutzt. Ein weiterer Peroxidase-konjugierter Antikérper ist
spezifisch fir die N-terminale-Region (Aminosdure 10-16) und dient dem Nachweis

von Osteocalcin.

Zuerst wurden 20 pl der Standards, Kontrollen und entsprechender Ubersténde in die
mit Streptavidin beschichteten Mikrotiterwells der 96-Well-Platte pipettiert. Anschlie-
Rend erfolgte die Zugabe von 150 ul Antikérperlésung, bestehend aus biotinylierten
bzw. mit Peroxidase konjugierten Antikdrpern. Mithilfe eines adhasiven Klebestreifens
wurden die Wells verschlossen und die Lésungen 120 min bei Raumtemperatur
(21 °C) inkubiert. Bei Vorhandensein von Osteocalcin in den Proben der Uberstande
bildet sich ein Komplex aus Osteocalcin-Antigen, biotinyliertem Antikérper und Peroxi-
dase-konjugiertem Antikérper. Durch die hohe Affinitat des biotinylierten Antikdrpers
zum Streptavidin bindet der Komplex an die Oberflache der Wells. Im Anschluss an die
Inkubation wurden die Wells finfmal manuell mit Waschlésung gewaschen, bevor die
Zugabe von 100 ul chromogener Substratlésung (TMB Tetramethylbenzidine) pro Well
erfolgte. Die Platten wurden erneut mit Klebeband verschlossen und im Dunkeln bei
Raumtemperatur (21 °C) im Thermoshaker flr 15 min inkubiert. Die nun stattfindende
Farbreaktion wurde durch die Zugabe von 100 ul Stoppreagenz (Schwefelsaure
H,S0O,) pro Well beendet. Anschlieliend konnte die Absorption bei 450 nm mit 620 nm
als Referenz innerhalb von zwei Stunden im ELISA-Reader gemessen werden. Die
Absorption ist proportional zu der Osteocalcinkonzentration in der Probe. Abbildung 11

stellt den oben beschriebenen ELISA schematisch dar.
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HRP-konjugierter
Antikorper

Nachweis-Antikorper TMB-Substrat

Fanger-Antikorper

Abb. 11: Schematische Darstellung eines ,enzyme linked immunosorbent assays“ (ELISA). Die Darstel-
lung ist abgewandelt von Cell Signaling Technology®; (www.cellsignal.com). (HRP = ,horseradish-

peroxidase“ (Meerrettichperoxidase), TMB = Tetramethylbenzidin).

3.7 Ol-Rot-O-Farbung

Die Ol-Rot-O-Farbung ist spezifisch fiir Lipidvakuolen und wurde daher fiir den Nach-
weis von Adipozyten verwendet. Die gefarbten Lipidvakuolen erscheinen im Licht-
mikroskop rot. Die Farbung wurde an allen in Paraformaldehyd fixierten Zellen der adi-
pogenen Assays durchgefiihrt. Die 12-Well-Platten wurden bis zur Farbung mit Para-
film verschlossen und im Kiihlschrank gelagert. Es wurden 0,5 g OI-Rot-O in 100 ml
99%igem Isopropanol geldst, die Stammlésung im Verhaltnis 3/2 mit destilliertem
Wasser versetzt und filtriert. Diese Ol-Rot-O-Gebrauchslésung wurde kurz vor Ge-
brauch hergestellt. Das Paraformaldehyd wurde abpipettiert und die Zellen im An-
schluss zweimal mit 1 ml PBS gewaschen. Daraufhin wurden 500 pl Ol-Rot-O-
Gebrauchslésung in jedes Well pipettiert. Nach 60-minttiger Inkubation bei Zimmer-
temperatur (21 °C) wurde die Gebrauchslosung abpipettiert und die Zellen vorsichtig
einmal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 500 ul PBS bedeckt,
mikroskopiert und fotografiert (Mikroskop Carl Zeiss Vision GmbH, Hallbergmoos).

3.8 Messungen und Berechnungen

Zur Charakterisierung des Proliferationsverhaltens der verschiedenen Zellreihen
wurden aus den Messungen der Zellzahlen Mittelwerte gebildet, die gegen die Zeit in
der Kultur aufgetragen wurden. Die entsprechenden Progressionskurven wurden dann
mit Hilfe der JMAK-Formel errechnet.
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4 Ergebnisse

4 .1 Proliferationsverhalten der Zahnkeimzellen

Die Kultivierung und Proliferation der Zahnkeimzellen erfolgte unter den in ,Material
und Methoden® beschriebenen standardisierten Bedingungen. Bei Erreichen der Kon-
fluenz wurden die Zellkulturen passagiert und weiter kultiviert. Die verwendeten Zahn-
keimpopulationen befanden sich zum Zeitpunkt der MAC-Sortierung z.T. in unter-
schiedlichen Passagen. Die Sortierung erfolgte anhand der Stammzellmarker Stro-1,
CD271 und CD133 und konnte problemlos durchgeflihrt werden.

Tabelle 4 zeigt die absoluten und relativen Zellzahlen nach der MAC-Sortierung mit
den o.g. Stammzellmarkern. Es werden positive und negative Zellen unterschieden.
Die mit den Stammzellmarkern gekoppelten Zellen werden als positiv definiert. Die
restliche Population, welche nicht an den entsprechenden Marker gebunden hat, wird
als negativ bezeichnet. Neben den Zellzahlen sind die jeweiligen Passagen der ver-
wendeten Zahnkeimpopulation zum Zeitpunkt der MAC-Sortierung aufgefihrt.

Tab. 4: Relative und absolute Zellzahlen der Zahnkeimpopulationen nach der MAC-Sortierung mit den

Stammzellmarkern Stro-1, CD133 und CD271. Des Weiteren ist der Tabelle zu entnehmen, in welcher

Passage sich die verwendeten Zahnkeimpopulationen zum Zeitpunkt der Sortierung befanden.

Zellquantitét (absolut) Zellquantitét (relativ)
Passage total
Sortierung | positiv negativ total positiv negativ
2 7.908.800 461.900 | 7.447.900 100,00% 5,84% 94,16%
Stro1
3 12.742.027 555.527 | 12.186.500 | 100,00% 4,36% 95,64%
1 9.583.600 856.000 | 8.727.600 100,00% 8,93% 91,07%
CD133
5 8.002.950 645.900 | 7.357.050 100,00% 8,07% 91,93%
2 3.342.533 357.000 | 2.985.533 100,00% 10,68% 89,32%
CD271
4 22.429.805 666.560 | 21.763.245 | 100,00% 2,97% 97,03%

Der Anteil positiver bzw. markierter Zellen an der Gesamtpopulation der Zahnkeimzel-
len ist bei allen drei Stammzellmarkern deutlich geringer als der Anteil negativer Zellen.
Bei den Stro-1-Zellen ist kein deutlicher Unterschied bzgl. der relativen Anzahl positiver
Zellen zwischen den einzelnen Passagen zu erkennen. Der Ertrag an CD133"-Zellen
unterscheidet sich nicht nennenswert zwischen den Passagen. Der Ertrag ist

prozentual aber héher als der Ertrag der Stro-1*-Zellen. Die Positivfraktionen der
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CD271-Zellen unterscheiden sich bzgl. der relativen Zellzahlen bei den einzelnen Pas-
sagen. Die relative Zellzahl der markierten positiven Zellen scheint mit zunehmender
Passage deutlich kleiner zu werden. Am deutlichsten fallt dies bei den CD271%-Zellen
auf. Die 2. Passage enthalt prozentual einen hdheren Anteil an CD271%-Zellen als die
Zellpopulation der 4. Passage. Insgesamt liegt die relative Zellquantitat aller markierten
Zellen zwischen 2-11%. Keiner der verwendeten Stammzellmarker zeigt einen deutlich

héheren Anteil (%) an positiv markierten Zellen.

4.1.1 Proliferationsverhalten im osteogenen Differenzierungs-

medium

Die osteogenen Differenzierungsassays wurden Uber einen Zeitraum von 21 Tagen
durchgefiihrt. Die sortierten Zellpopulationen (CD133"-, CD271*"-, Stro-1""-Zellen)
wurden jeweils flinf Tage im Expansionsmedium und fir die restliche Versuchsdauer in
osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert. An acht Tagen des Versuchsablaufes
wurde im Rahmen des Mediumwechsels 1 ml Uberstand/Well genommen und im An-
schluss mittels ELISA auf dessen Osteocalcinkonzentration untersucht, wodurch sich
acht Messdaten ergaben. Die Zellzahl betrug zu Beginn der Versuchsdurchfiihrung
50.000 Zellen/Well. An Tag 5, 9 und 21 erfolgte nach dem Ernten der Zellen eine er-

neute Bestimmung der Zellzahl mittels CASY, woraus sich vier Messdaten ergaben.

Im Folgenden wurde die zeitliche Entwicklung der Zellzahlen mit einem Modell analy-
siert, das sowohl die Geschwindigkeit als auch die Dimensionalitat eines Wachstums-
prozesses berlicksichtigt. Die angewendete Fitfunktion basiert auf dem JMAK-Modell
fur Kristallwachstum, welches aber schon in der Vergangenheit erfolgreich auf Protein-
und Zellwachstum angewendet werden konnte. Die Fitfunktion in Bezug auf die hier

vorliegenden Untersuchungen lautet:
y = m(1 — exp (-kt")) + 50.000,

wobei m die Gesamtanzahl im Maximum darstellt. K beschreibt die Geschwindigkeits-
konstante des Wachstums und der sogenannte Avrami-Exponent n die Dimensionalitat
des Wachstums mit dim = n-1. Der Summand 50.000 stellt die Anfangsanzahl der Zel-
len dar. Die beobachteten Dimensionalitaten reichen von 1,9-6,7 (Mittelwert von 3,59 +
1,67), was durch die Zellbildung zu erwarten war. Die Wachstumsgeschwindigkeits-
konstante k variiert je nach selektierter Zellart recht stark. Die einzelnen Werte flr k
und n der jeweiligen Zellpopulation sind in Tabelle 5 angegeben. Der mittlere Be-

stimmtheitskoeffizient der Fitfunktionen aller Messung liegt bei R?yye = 0,9418.
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Tabelle 5 und Abbildung 12 zeigen das Proliferationsverhalten der Stro-1*"-, CD133*-
und CD271*"-Zellen.
Tab. 5: Die Tabelle gibt die maximale Zellzahl, die Wachstumsgeschwindigkeitskonstante (k) der

Stro-1""-, CD133"- und CD271""-Zellen im osteogenen Differenzierungsmedium wieder. Des Weiteren

sind die Dimensionalitédt des Wachstums (dim = n-1) und der Bestimmtheitskoeffizient der Regression (Rz)

dargestellt.
Zelltyp Max. Zellzahl K(Tage/Zelle) dim=n-1 R?
CD133" 761.359 1,6 x 10°® 5,42 0,99492
CD133 815.417 3,6 x 107 6,73 0,80670
cD271" 1.347.641 9,9 x 10°® 5,31 0,93053
cD271" 1.434.625 2,3x 10 1,94 0,99802
Stro-1" 430.131 9,0 x 10° 3,50 0,97282
Stro-1" 848.343 7,0 x 10° 4,64 0,94783
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Abb. 12: Abbildung a) zeigt das Proliferationsverhalten der Stro-1*- (griin), CD133"- (schwarz) und
CD271"- (rot) sortierten Zellen, Abbildung b) stellt das Proliferationsverhalten der Stro-1- (griin), CD133™-
(schwarz) und CD271'- (rot) sortierten Zellen des osteogenen Assays im direkten Vergleich dar. Angege-

ben sind fur die positiv sortierten Zellen die Mittelwerte (Anzahl der Stichproben = 3).

Aus den Graphen der Abbildung 12 und den Daten der Tabelle 5 geht hervor, dass die
CD133"-Zellen in ihrem Proliferationsverhalten keine deutlichen Unterschiede zu den
CD133-Zellen aufweisen. Nach inaktiver Phase (~finf Tage) zeigen beide Populatio-
nen sehr schnelle Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten mit 1,6 x 10° Tagen/Zelle
(CD133 positiv) bzw. 3,6 x-10” Tagen/Zelle (CD133 negativ), wobei die CD133™-Zellen
nur geringfligig schneller proliferieren. In Bezug auf die Dimensionalitat dim = n-1 sind
zwischen den beiden Zellpopulationen keine deutlichen Unterschiede evident. Die
maximale Zellzahl der CD133"-Zellen betragt 761.359 und unterscheidet sich hiermit
nicht deutlich von den CD133™-Zellen mit einer Zellzahl von 815.417. Die Stro-1"-Zellen
weisen eine Wachstumsgeschwindigkeitskonstante von 9,0 x 10 Tagen/Zelle auf und
die Stro-1-Zellen proliferieren mit einer Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten von
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7,0 x 10° Tagen/Zelle. Beide Zellpopulationen zeigen demzufolge eine &hnliche
Wachstumsgeschwindigkeitskonstante. Die Dimensionalitaten liegen bei 3,50 (Stro-17)
bzw. 4,64 (Stro-1) und unterscheiden sich nicht deutlich. Bzgl. des Proliferations-
verhaltens der beiden Zellpopulationen ist ein Unterschied evident. Die Stro1™-Zellen
erreichen eine maximale Zellzahl von 848.343, wahrend die Stro-1'-Zellen mit einer

maximalen Zellzahl von 430.131 deutlich weniger proliferieren.

Bei dem CD271-Ansatz ist ein Unterschied bzgl. der Wachstumsgeschwindigkeitskon-
stanten zwischen den positiven und negativen Zellen zu beobachten. Die CD271"-
Zellen proliferieren mit einer Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten von 2,3 x 10
Tagen/Zelle wesentlich langsamer als die CD271"-Zellen mit einer Wachstumsge-
schwindigkeitskonstanten von 9,9 x 10° Tagen/Zelle. Ebenfalls unterscheiden sich die
Dimensionalitaten dim = n-1 der beiden Ansatze. Bei den CD271*-Zellen betragt die
Dimensionalitat 5,31 bei den CD271°-Zellen lediglich 1,94. | Bezug auf die Zellzahl zei-
gen sich keine deutlichen Unterschiede zwischen den beiden Zellpopulationen. Die
CD271"-Zellen erreichen eine maximale Zellzahl von 1.347.641 Zellen und die
CD271-Zellen eine Zellzahl von 1.434.625.

Im direkten Vergleich der positiv sortierten Zellen wird deutlich, dass die CD271"-Zellen
am starksten und die Stro-1*-Zellen am langsamsten proliferieren. Die CD271%-Zellen
weisen die hochste maximale Wachstumsgeschwindigkeit und Zellzahl auf, wahrend
sowohl die maximale Wachstumsgeschwindigkeit als auch Zellzahl der Stro1*-Zellen
am geringsten sind. Die Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten der CD271%-,
CD133™- und Stro-1"-Zellen zeigen keinen erkennbaren Unterschied. Vergleicht man
das Proliferationsverhalten der negativen Zellpopulationen, so wird deutlich, dass die
CD271-Zellen die hochste Zellzahl erreichen, obwohl sie die geringste Wachstumsge-
schwindigkeitskonstante aufweisen. Die Stro-1"-Zellen proliferieren ahnlich stark wie
die CD133-Zellen. Letztere weisen die héchste Wachstumsgeschwindigkeitskonstante
auf, gefolgt von den Stro-1"-Zellen. Anhand der Graphen wird deutlich, dass samtliche
Zellpopulationen erst ab dem 3. bis 5. Versuchstag mit der Proliferation beginnen.
Ab dem 6. bis 10. Versuchstag stagniert das Wachstum und es wird eine Plateauphase

erreicht.

Die in Abbildung 13 dargestellten Graphen geben die maximalen Wachstumsge-
schwindigkeiten der CD271*-, CD133"- und der Stro-1""-Zellen wieder. Dariiber
hinaus kénnen die genauen Zahlenwerte sowie der Zeitpunkt des maximalen Wach-

stums der Tabelle 6 enthommen werden.
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Tab. 6: Die Tabelle gibt die maximalen Wachstumsgeschwindigkeiten der Stro-1""-, CD133™- und
CD271*"-Zellen im osteogenen Differenzierungsmedium wieder. Des Weiteren ist angegeben, zu welchen

Zeitpunkten die maximale Wachstumsgeschwindigkeit erreicht wird.

Zelltyp Zeitpunkt Max. Geschwindigkeit
(Tag) (Zellen/Tag)

CD133" 7,80 211.765
CD133 6,67 314.736
cD271" 6,05 484.550
CcD271 6,76 199.632
Stro-1* 7,47 80.361
Stro-1 5,34 303.371

5 5

4 4+

Zellzahl (x 10°)
Zellzahl (x 10°)

t + + + + t t + + +
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Abb. 13: Abbildung a) zeigt die maximalen Wachstumsgeschwindigkeiten mit entsprechenden Peaks der
Stro-1"- (griin), CD133"- (schwarz) und CD271- (rot) sortierten Zellen und Abbildung b) die maximalen
Wachstumsgeschwindigkeiten mit entsprechenden Peaks der Stro-1- (grin), CD133"- (schwarz) und
CD271- (rot) sortierten Zellen des osteogenen Assays im direkten Vergleich. Die Wachstumsgeschwin-

digkeit wird gemessen in Zellen/Tag.

Anhand der Graphen der Abbildung 13 und den Daten der Tabelle 6 wird ersichtlich,
dass der Zeitpunkt der maximalen Wachstumsgeschwindigkeit fr alle Zellpopulationen
zwischen Tag funf und acht des Versuchsablaufs liegt. Die maximale Wachstumsge-
schwindigkeit wird gemessen in Zellen/Tag und liegt zwischen 80.361 und 484.550
Zellen/Tag. Die CD133"- und CD133™-Zellen unterscheiden sich nur geringfiigig bzgl.
der maximalen Wachstumsgeschwindigkeit und des entsprechenden Zeitpunkts des
Maximums. Die CD133-Zellen erreichen ihre maximale Wachstumsgeschwindigkeit an
Tag 6,76 und damit einen Tag eher als die CD133"-Zellen. Die maximale Wachstums-
geschwindigkeit der CD133"-Zellen betragt 314.736 Zellen/Tag und liegt héher als bei
den CD133"-Zellen (211.765 Zellen).

Bei den CD271 Zellen sind hinsichtlich des Zeitpunkts des Proliferationsmaximums

keine deutlichen Unterschiede evident. Beide Populationen erreichen am 6. Ver-

38



4 Ergebnisse

suchstag die maximale Wachstumsgeschwindigkeit (CD271%-Zellen an Tag 6,05;
CD271-Zellen an Tag 6,76). Die CD271%-Zellen proliferieren mit einer maximalen
Wachstumsgeschwindigkeit von 484.550 Zellen/Tag deutlich schneller als die CD271"-
Zellen (199.632 Zellen/Tag).

Die Zellpopulationen des Stro-1-Ansatzes weisen bzgl. der maximalen Wachstumsge-
schwindigkeit und des entsprechenden Zeitpunkts erkennbare Unterschiede auf. Die
Stro-1"-Zellen proliferieren mit einer maximalen Wachstumsgeschwindigkeit von
303.371 Zellen/Tag deutlich schneller als die Stro-1*-Zellen mit maximal 80.361
Zellen/Tag. Die Stro-1"-Zellen erreichen dartber hinaus bereits an Tag 5,34 ihre maxi-
male Wachstumsgeschwindigkeit, wahrend diese von den Stro-1*-Zellen erst zwei

Tage spater (Tag 7,47) erreicht wird.

Im Vergleich der positiv sortierten Zellpopulationen zeigt sich, dass die CD271"-Zellen
als erste ihre maximale Proliferationsgeschwindigkeit (Tag 6,05) erreichen, gefolgt von
den Stro-1"-Zellen (7,47) und den CD133"-Zellen (Tag 7,8). Die CD271"-Zellen weisen
mit 484.550 Zellen/Tag die héchste Wachstumsgeschwindigkeit auf, wahrend die

Stro-17-Zellen mit 80.361 Zellen/Tag am langsamsten proliferieren.

Im Vergleich der negativen Zellpopulationen ist zu beobachten, dass die CD133™-Zellen
genauso schnell proliferieren wie die CD271°-Zellen. Beide Populationen erreichen an
Tag 6,76 ihre maximale Wachstumsgeschwindigkeit, wahrend diese von den Stro-1"-
Zellen bereits einen Tag friher erreicht wird (Tag 5,34). Die CD133-Zellen und die
Stro-1"-Zellen weisen mit 314.736 Zellen/Tag (CD133") bzw. 303.371 Zellen/Tag
(Stro-17) eine ahnlich hohe Wachstumsgeschwindigkeit auf. Die CD271°-Zellen errei-
chen mit 199.632 Zellen/Tag eine geringere Wachstumsgeschwindigkeit als die beiden
anderen Zellpopulationen. Abbildung 14 zeigt die beobachteten Proliferationsstadien
der Stro-1""-, CD271*"- und CD133*"-Zellen am 1. 9. und 21. Versuchstag im osteoge-

nen Differenzierungsmedium.
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Abb. 14: Proliferationsstadien der Stro-1*-, CD271"-, CD133*-Zellen (1a-i) und der Stro-1-, CD271 -,
CD133"-Zellen (2a-i ) des osteogenen Differenzierungsassays an Tag (T) 1, 9 und 21. Die CD271"-Zellen
weisen bereits am 9. Tag erste Mineralisierungen, sogenannte Nodules auf (1e). Am 21. Versuchstag sind
in allen positiv sortierten Zellpopulationen Mineralisierungen erkennbar (1c, 1f, 1i). Die Stro-1"-, CD271 -,
CD133"-Zellen zeigen an Tag 9 keine deutlichen Mineralisierungen (2b, 2e, 2h). Am 21. Versuchstag sind
bei den Stro1- und CD271"- Zellen Nodules zu beobachten (2c, 2f), wahrend die CD133-Zellen keine
Nodules vorweisen. (Mikroskop Axiovert 200m/HAL 100, Axiocam MRm, 10-fache VergréRerung)
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4.1.2 Proliferationsverhalten im adipogenen Differenzierungs-

medium

Im Rahmen der adipogenen Differenzierungsassays wurden die sortierten Zellpopula-
tionen (CD133"-, CD271""-, Stro1*"-Zellen) bis zum Erreichen der Subkonfluenz in
Expansionsmedium kultiviert (CD133 = 7 Tage; CD271 = 4 Tage; Stro-1 = 12 Tage).
Im Anschluss erfolgte die weitere Kultivierung der Zellen mit Adipozytendifferenzie-
rungsmedium. Zu Beginn der Versuchsdurchfiihrung betrug die Zellzahl 50.000
Zellen/Well. An Tag 14 und 28 erfolgte nach dem Ernten eine erneute Bestimmung der
Zellzahl mittels CASY. Demzufolge ergaben sich fiir das Proliferationsverhalten der

Zellen des adipogenen Differenzierungsassays drei Messdaten.

Im Folgenden wurde erneut die zeitliche Entwicklung der Zellzahlen der sortierten Zell-
populationen (CD133*", CD271*", Stro-1"") im Verlauf der adipogenen Assays mit dem
JMAK-Modell analysiert. Es wird deutlich, dass die beobachteten Dimensionalitaten
von 5,5 bis 6,5 reichen (Mittelwert von 6,23 £ 0,382). Die Wachstumsgeschwindig-
keitskonstante k variiert je nach genutztem Stammzellenmarker nur vereinzelt und liegt
zwischen 8,3 x 107 und 1,6 x 10°. Die einzelnen Werte fir die Wachstumsgeschwin-
digkeitskonstante k und die Dimensionalitat (dim = n-1) der jeweiligen Zellpopulation
sind in Tabelle 7 angegeben. Abbildung 15 zeigt graphisch das Proliferationsverhalten

der sortierten Zellpopulationen des adipogenen Assays.

Tab. 7: Die Tabelle gibt die maximale Zellzahl, die Wachstumsgeschwindigkeitskonstante k der Stro-1""-,
CD133"- und CD271"-Zellen im adipogenen Differenzierungsmedium wieder. Des Weiteren sind die

Dimensionalitat des Wachstums (dim = n-1) und der Bestimmtheitskoeffizient der Regression (R2) darge-

stellt.
Zelltyp Max. Zellzahl K(Tage/Zelle) dim=n-1 R?
CD133" 325.624 8,3x 107 6,11 1
CD133 265.473 1,4 x10° 6,43 1
cD271" 244,636 1,3x10° 6,39 1
CD271 262.917 1,6 x 10° 6,48 1
Stro-1" 149.199 1,03 x 10° 5,50 1
Stro-1 185.074 1,55 x 10° 6,48 1
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Abb. 15: Abbildung a) zeigt das Proliferationsverhalten der Stro-1" (griin), CD133" (schwarz) und CD271*
(rot) - sortierten Zellen, Abbildung b) das Proliferationsverhalten der Stro-1"- (griin), CD133"- (schwarz) und
CD271°- (rot) sortierten Zellen des adipogenen Assays im direkten Vergleich. Angegeben sind fiir die

positiv sortierten Zellen die Mittelwerte (Anzahl der Stichproben = 3).

Die CD271*"-Zellen zeigen mit einer maximalen Zellzahl von 244.636 Zellen (CD271%)
bzw. 262.917 Zellen (CD271°) keine erkennbaren Unterschiede in ihrem Proliferations-
verhalten. Dariiber hinaus weisen sie mit 1,3 x 10° Tagen/Zelle (CD271%) bzw.
1,6 x 10° (CD271) ahnliche Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten auf. Hinsichtlich
der Dimensionalitat beider Populationen sind ebenfalls keine deutlichen Unterschiede

evident.

Im Vergleich der Stro-17- und Stro-1-Zellen zeigen sich nur geringfligige Differenzen
bzgl. des Proliferationsverhaltens und der Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten. Die
maximalen Zellzahlen sind mit 149.199 Zellen (Stro-17) bzw. 185.074 Zellen (Stro-1)
ahnlich hoch, ebenso wie die Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten der Stro-1°-
Zellen mit 1,03 x 10® Tagen/Zelle bzw. der Stro-1"-Zellen mit 1,55 x 10° Tagen/Zelle.
Die Dimensionalitat der Stro-1'-Zellen (5,50) ist geringfligig niedriger als die der
Stro-1"-Zellen (6,48).

Insgesamt zeigt sich, dass samtliche Zellpopulationen der adipogenen Ansatze ahnlich
hohe Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten und Dimensionalitaiten aufweisen.
Im direkten Vergleich der positiv sortierten Zellpopulationen wird deutlich, dass die
CD133"-Zellen (325.624 Zellen) am starksten proliferieren. Sie weisen die hochste
maximale Zellzahl und Wachstumsgeschwindigkeit auf, gefolgt von den CD2717-Zellen
(244.636 Zellen) und den Stro-17-Zellen (149.199 Zellen). Ein sichtbarer Anstieg der
Proliferation ist bei den CD271%-Zellen ab dem 10. Versuchstag erkennbar, wahrend
die CD133"-Zellen ca. ab Tag 12 und die Stro-17-Zellen in etwa ab Tag 15 verstarkt
proliferieren. Im Vergleich der negativ sortierten Zellpopulationen wird deutlich, dass
die CD133-Zellen und die CD271-Zellen gleich stark proliferieren, wahrend die
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Stro-1"-Zellen die geringste Zellzahl aufweisen. Alle drei Zellpopulationen beginnen ca.
ab dem 10. Versuchstag verstarkt mit der Proliferation. In Bezug auf die Wachstums-
geschwindigkeiten und die Dimensionalitaten sind keine deutlichen Unterschiede evi-
dent. Der mittlere Bestimmtheitskoeffizient der Fitfunktionen aller Messungen liegt bei
R2yiter = 1. Die in Abbildung 18 dargestellten Graphen zeigen die maximalen Wachs-
tumsgeschwindigkeiten der CD271*"-, CD133"- und der Stro-1*"-Zellen, sowie die
entsprechenden Zeitpunkte der maximalen Wachstumsgeschwindigkeit.

Tab. 8: Die Tabelle gibt die maximalen Wachstumsgeschwindigkeiten der Stro-1, CD133 und CD271
positiv und negativ sortierten Zellen im adipogenen Differenzierungsmedium wieder. Des Weiteren ist

angegeben, zu welchem Zeitpunkt die maximale Wachstumsgeschwindigkeit wahrend des jeweiligen

adipogenen Assays erreicht wird.

Zelltyp Zeitpunkt Max. Geschwindigkeit
(Tag) (Zellen/Tag)
CD133" 16,6 42.519
CD133 13,8 41.811
CD271" 14,2 36.627
CD271 13,3 43.079
Stro-1" 21,3 11.096
Stro-1 13,3 27.229
0,5 0,5
04+ 04+
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+ t U t t t U + t t t t t U
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Abb. 16: Abbildung a) zeigt die maximalen Wachstumsgeschwindigkeiten mit entsprechenden Peaks der
Stro-1"- (griin), CD133"- (schwarz) und CD271%- (rot) sortierten Zellen, Abbildung b) die maximalen
Wachstumsgeschwindigkeiten mit entsprechenden Peaks der Stro-1- (grin), CD133"- (schwarz) und
CD271°- (rot) sortierten Zellen des adipogenen Assays im direkten Vergleich. Die Wachstumsgeschwin-
digkeit wird gemessen in Zellen/Tag.

Anhand der Tabelle 8 und der Graphen in Abbildung 16 wird deutlich, dass bzgl. der
maximalen Wachstumsgeschwindigkeiten keine wesentlichen Unterschiede zwischen
den CD133"- (42.519 Zellen/Tag) und den CD133-Zellen (41.811 Zellen/Tag) festzu-

stellen sind. Die CD133-Zellen erreichen ihre maximale Wachstumsgeschwindigkeit
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allerdings erst an Tag 16,6 und damit ca. drei Tage spater als die CD133-Zellen
(Tag 13,8).

Die CD271*"-Zellen unterscheiden sich ebenfalls nur unwesentlich in ihrem Prolifera-
tionsverhalten. Die CD271%-Zellen erreichen eine maximale Wachstumsgeschwindig-
keit von 36.627 Zellen/Tag, wahrend die CD271°-Zellen mit 43.079 Zellen/Tag gering-
fugig schneller proliferieren. In Bezug auf den Zeitpunkt der maximalen Wachstumsge-
schwindigkeit sind zwischen den beiden Populationen keine deutlichen Unterschiede
evident (CD271%-Zellen an Tag 14,2; CD271"-Zellen Tag 13,3).

Die Zellen des Stro-1-Ansatzes unterscheiden sich deutlich hinsichtlich der maximalen
Wachstumsgeschwindigkeit und des Zeitpunktes der maximalen Wachstumsge-
schwindigkeit. Die Stro-17-Zellen proliferieren mit 11.096 Zellen/Tag deutlich langsamer
als die Stro-1-Zellen (27.229 Zellen/Tag) und erreichen ihre maximale Proliferations-
geschwindigkeit auch erst an Tag 21,3, wahrend die Stro-1-Zellen diese bereits an

Tag 13,3 erreichen.

Im direkten Vergleich der positiven Zellpopulationen wird ersichtlich, dass die
CD271%-Zellen am schnellsten ihre maximale Proliferationsgeschwindigkeit erreichen
(Tag 14,2), gefolgt von den CD133"*-Zellen (Tag 16,6), wahrend die Stro-1*-Zellen ihr
Proliferationsmaximum erst an Tag 21,3 erreichen. Ebenso sind bzgl. der maximalen
Wachstumsgeschwindigkeit zwischen den CD133%-Zellen (42.519 Zellen/Tag) und
den CD271%-Zellen (36.627 Zellen/Tag) nur geringfligige Unterschiede erkennbar. Die
Stro-1*-Zellen proliferieren mit 11.096 Zellen/Tag allerdings wesentlich langsamer als

die beiden anderen Zellpopulationen.

Im Vergleich der Stro-1"-/ CD133"-/ CD271°-Zellen wird deutlich, dass alle Zellpopula-
tionen in etwa zum selben Zeitpunkt (~Tag 13) ihre maximale Wachstumsgeschwindig-
keit erreichen. Die CD133-Zellen proliferieren mit (41.811 Zellen/Tag) ahnlich schnell
wie die CD271°-Zellen mit 43.079 Zellen/Tag. Die Stro-1"-Zellen erreichen hingegen nur
eine deutlich langsamere maximale Proliferationsgeschwindigkeit mit lediglich 27.229
Zellen/Tag. Abbildung 17 zeigt die beobachteten Proliferationsstadien der Stro-1""-,
CD271*- und CD133"-Zellen am 1. und 28. Versuchstag im adipogenen Differen-

zierungsmedium.
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28T

Abb. 17: Die Abbildung zeigt die beobachteten Proliferationsstadien der Stro-1""-, CD271*"- und CD133""
-Zellen am 1. und 28. Versuchstag (T) im adipogenen Differenzierungsmedium. (Mikroskop Axiovert
200m/HAL 100, Axiocam MRm, 10-fache VergréRRerung)

4.2 Differenzierung der Zahnkeimzellen

4.2.1 Osteogene Differenzierung

Die osteogenen Differenzierungsassays wurden Uber einen Zeitraum von 21 Tagen
durchgefiihrt. Die CD133""-, CD271""-, Stro-1""-Zellen wurden jeweils fiinf Tage im
Expansionsmedium und fiir die restliche Versuchsdauer im osteogenen Differenzie-
rungsmedium kultiviert. Im Rahmen des Mediumwechsels wurde an acht Versuchs-
tagen 1 ml Uberstand/Well genommen und im Anschluss mittels ELISA auf dessen
Osteocalcinkonzentration untersucht, wodurch sich dementsprechend acht Messdaten
ergaben. Die Zellzahl betrug zu Beginn der Versuchsdurchfiihrung 50.000 Zellen/Well.
An Tag 5, 9 und 21 erfolgte nach dem Ernten der Zellen eine erneute Bestimmung der

Zellzahl mittels CASY, woraus sich vier Messdaten ergaben.

In den folgenden Abbildungen sind die durchgefiihrten OCN-ELISA sowie das
Proliferationsverhalten der jeweiligen sortierten Zellpopulationen (Stro-1"", CD133"",
CD271"") des osteogenen Differenzierungsassays graphisch dargestellt. Der OCN-

ELISA sowie die Zellzahlung mittels CASY konnten problemlos durchgefiihrt werden.
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Die Proliferation und OCN-Konzentration der Stro-1'- und Stro-1-Zellen ist in
Abbildung 18 dargestellt.

Proliferation und Osteocalcinkonzentration von Stro1-positiven
und -negativen Zahnkeimzellen
—&— Stro1 negativ
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Abb. 18: Es sind die OCN-Konzentration und das Proliferationsverhalten der Stro—1""-Zellen des osteo-

genen Differenzierungsassays dargestellt. (OCN = Osteocalcin)

Die Proliferation steigt ab dem 5. Tag der Versuchsdauer an. Die Stro-1"-Zellen zeigen
ein starkeres Wachstum als die Stro-1*-Zellen. Beide Zellpopulationen erreichen an
Tag 15 (Stro1") bzw. 16 (Stro1”) etwa zeitgleich den Hohepunkt ihrer Proliferation.
Ab diesen Zeitpunkten ist eine Abnahme der Zellzahlen zu beobachten. Insgesamt
proliferieren die Stro-1-Zellen etwas starker als die Stro-1*-Zellen. Die Osteocalcin-
konzentration befindet sich bis Tag 12 des Versuchsablaufs sowohl bei den Stro1*-
Zellen als auch bei den Stro1™-Zellen konstant im Bereich der OCN-Konzentration des
Mediums. Ab Tag 12 ist bei den Stro-1"-Zellen ein Anstieg der OCN-Konzentration zu
beobachten, dessen Peak sich an Tag 15 befindet. AnschlieRend fallt die OCN-
Konzentration wieder in den Bereich des Ausgangswerts zurlick. Die Stro-17-Zellen
scheinen ab Tag 15 verstarkt Osteocalcin zu sezernieren. Die OCN-Konzentration

erreicht ihren Peak an Tag 18, gefolgt von einem geringen Abfall. Es besteht zwischen
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den Stro-1"- und den Stro-1"-Zellen kein sichtbarer Unterschied hinsichtlich der Hohe
der OCN-Konzentration. Die Stro-17-Zellen beginnen allerdings drei Tage spater mit
der verstarkten OCN-Sekretion, wodurch der Peak um drei Tage zeitversetzt ist. Der
Anstieg der OCN-Konzentration korreliert mit dem Proliferationsverhalten der Zellpopu-

lationen.
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Abb. 19: Es sind die OCN—Konzentration und das Proliferationsverhalten der CD271""-Zellen des osteo-

genen Differenzierungsassays dargestellt. (OCN = Osteocalcin).

Die Proliferation und OCN-Konzentration der CD271*"- ist in Abbildung 19 dargestellt.
Die Proliferation der CD271"- und CD271°-Zellen nimmt ab dem 5. Versuchstag zu,
wobei die CD271%-Zellen etwas schneller proliferieren. Sie erreichen den Héhepunkt
ihres Wachstums an Tag 14. AnschlieRend nimmt die Zahl der CD271%-Zellen wieder
ab. Die Wachstumskurve der CD271°-Zellen verlauft ahnlich. Allerdings befindet sich
der Peak der Proliferation erst an Tag 16. Insgesamt zeigt sich kein sichtbarer Unter-

schied bzgl. des Proliferationsverhaltens zwischen den genannten Zellpopulationen.
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Die OCN-Konzentration der CD271"- und CD271"-Zellen befindet sich wahrend der
gesamten Versuchsdauer im Bereich der OCN-Konzentration des Mediums. Es findet
bei keiner der beiden Zellpopulationen ein erkennbarer Anstieg der OCN-Konzentration
statt. Es ist hinsichtlich der Osteocalcinsekretion kein Unterschied zwischen den
CD271"-und CD271°-Zellen festzustellen.

Proliferation und Osteocalcinkonzentration von CD133-positiven
und -negativen Zahnkeimzellen
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Abb. 20: Es sind die OCN—Konzentration und das Proliferationsverhalten der CD133""-Zellen des osteo-

genen Differenzierungsassays dargestellt. (OCN = Osteocalcin).

Anhand Abbildung 20 ist zu erkennen, dass ab dem 5. Versuchstag sowohl bei den
CD133"- als auch bei den CD133"-Zellen ein Anstieg in der Proliferation zu beobachten
ist. Der Peak des Zellwachstums befindet sich bei beiden Populationen an Tag 15 bis
16. Im Anschluss nimmt die Zellzahl wieder ab. Die CD133-Zellen proliferieren im
Bereich des Peaks starker als die CD133"-Zellen. Insgesamt wird aber kein Unter-
schied zwischen den einzelnen Zellpopulationen in Bezug auf ihr Proliferationsverhal-

ten deutlich.
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Die OCN-Konzentrationen der CD133"- und der CD133-Zellen befinden sich bis Tag
10 des Versuchsablaufs im Bereich der OCN-Konzentration des Mediums. Ab Tag 10
wird ein Anstieg der OCN-Konzentration sichtbar, wobei die OCN-Konzentration der
CD133-Zellen starker zunimmt als die der CD133™-Zellen. Bei letzteren steigt die
Osteocalcinsekretion stetig an und stagniert ab Tag 15. Die OCN-Konzentration der
CD133-Zellen erreicht an Tag 15 ihren Peak und sinkt anschlieRend wieder ab.
Insgesamt liegt die OCN-Konzentration bei den CD133-Zellen héher als bei den
CD133"-Zellen.

Zur Charakterisierung der Zahnkeimzellen und zur Uberpriifung, ob die isolierten
Populationen multipotente Stammzellen beinhalten, erfolgte eine molekularbiologische
Aufarbeitung der geernteten Zahnkeimzellen. Zum Nachweis einer Multipotenz wurden
die Zellen bzgl. ihres osteogenen, adipogenen und chondrogenen Differenzierungspo-
tentials mittels PCR und teilweise RTq-PCR analysiert. Es wurden jeweils Primer flr
solche Gene eingesetzt, deren erhéhte Expression fiir die entsprechend differenzierten
Zellen charakteristisch sind. Das Stoffwechsel-Gen Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) diente als positive Kontrolle zum Nachweis von cDNA. Die
PCR und RTg-PCR stellen reproduzierbare Verfahren zur Analyse der Expression von

Markergenen auf Transkriptebene dar und sind hochspezifisch.

Zum Nachweis osteogen differenzierter Zellen wurde die Expression von Osteocalcin,
Osteopontin, Osteocrin, Osteonectin, Kollagen Typ | alpha1 (Col1A1) und ,core binding
factor alpha 1“ (Cbfa1) der einzelnen Zellpopulationen (Stro-1*", CD271*", CD133"")
analysiert. Abbildung 21 zeigt die elektrophoretische Auftrennung der mittels PCR

amplifizierten cDNAs der genannten Markergene auf einem Agarose-Gel (1,5%ig).

Aus Abbildung 21 geht hervor, dass Osteocalcin, Osteopontin und Osteonectin von
samtlichen isolierten Zellpopulationen exprimiert werden. Gleiches gilt flir die Expres-
sion von Col1A1 und Cbfa1. Eine erkennbare Expression des osteogenen Markers
Osteocrin kann jeweils in einem Ansatz der Stro-1"-, CD133"- und CD271"-Zellen
beobachtet werden, wahrend bei den Stro-1"-, den CD271-, und den CD133-Zellen
keine deutliche Expression des Markers evident ist. Des Weiteren sind vermehrt
Nebenbanden zu beobachten. Weder zwischen den einzelnen Stammzellmarkern,
noch bzgl. der positiv und negativ sortierten Zellen, sind Unterschiede im Expressions-
verhalten fir die oben aufgefiihrten osteogenen Marker erkennbar. Lediglich hinsicht-
lich des Expressionsmusters von Osteocrin zeigen sich Unterschiede zwischen den
positiv bzw. negativ sortierten Zellpopulationen, da Osteocrin ausschlieRlich von einem

Teil der positiv sortierten Zellen exprimiert wird.
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Abb. 21: Die Abbildung zeigt die Expression osteogener Differenzierungsmarker (Osteocalcin, Osteocrin,
Osteopontin, Osteonectin, Col1A1, Cbfa1) und des ,housekeeping“-Gens GAPDH mittels PCR nach
21-tagiger In-vitro-Differenzierung der isolierten Zahnkeimpopulationen (Stro-1""-, CD271"-, CD133"~-

sortierte Zellen) im Osteoblastendifferenzierungsmedium (bp = Basenpaare; M = Marker).

Abbildung 22 zeigt die Osteocalcin-Expression der Stro-1*"-, CD271*- und CD133""-
Zellen des osteogenen Assays anhand einer RTq-PCR an Tag 0, 4 und 16 der Differen-
zierung. An Tag 0 und 4 findet nur eine geringfiigige OCN-Expression der Stro-1*-
Zellen statt. Erst an Tag 16 weisen beide Zellpopulationen einen deutlichen Anstieg der
OCN-Expression auf, wobei die Stro-1*-Zellen mehr als doppelt so viel OCN exprimieren
wie die Stro-1"-Zellen. Die Expression von OCN der negativ sortierten CD133-Zellen fallt
an Tag 0, 4 und 16 deutlich héher aus als die der CD133"-Zellen. Es ist zu beobachten,
dass die positiv sortierten CD133-Zellen an Tag 0 und 4 nur geringfligig OCN exprimie-
ren und die Expression erst am 16. Versuchstag deutlich ansteigt. Dieses ist ebenso bei
den Stro-1""-Zellen zu beobachten. Die CD271*"-Zellen zeigen zu keinem Zeitpunkt eine
deutlich erhdhte OCN-Expression. Insgesamt weisen die Stro-17-Zellen die hdchste
OCN-Expression auf, gefolgt von den CD133-Zellen und CD133"-Zellen. Die CD133"-

Zellen zeigen als einzige Population bereits an Tag 0 und 4 erhéhte OCN-Werte.
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Zelltypenspezifische Osteokalzinexpression im Differenzierungsmedium

C1Tag?o
ez Tag 4

% OCN mRNA
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Stro1+ Stro1- CD271+ CD271- CD133+

Abb. 22: Expression des osteogenen Differenzierungsmarkers Osteocalcin anhand einer RTg-PCR
nach finftdgiger Kultivierung im Expansionsmedium und anschlieRender 16-tagiger In-vitro-
Differenzierung der isolierten Zahnkeimpopulationen (Stro-1"-, CD271"-, CD133"-sortierte Zellen) im

Osteoblastendifferenzierungsmedium (MW = Mittelwert).

4.2.2 Chondrogene Differenzierung

Die Durchfihrung des chondrogenen Differenzierungsassays erfolgte nach den in
.Material und Methoden® beschriebenen Bedingungen U(ber einen Zeitraum von
33 Tagen. Die chondrogene Differenzierung der Zellen wurde mittels PCR anhand des
Expressionsmusters der chondrogenen Differenzierungsmarker Aggrecan und
Chondroadherin sowie des Transkriptionsfaktors Sox9 analysiert. Das ,housekeeping*“-
Gen GAPDH dient zum Nachweis von cDNA und wird von allen Zellpopulationen
exprimiert. Abbildung 23 zeigt die Expression des ,housekeeping“-Gens GAPDH mit-
tels PCR nach 33-tagiger In-vitro-Differenzierung der isolierten Zahnkeimpopulationen
(Stro-1""/CD271*"/CD133*" sortierten Zellen) im Chondrozytendifferenzierungs-

medium.
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Abb. 23: Expression des ,housekeeping“-Gens GAPDH mittels PCR nach 33-tagiger In-vitro-

Differenzierung der isolierten Zahnkeimpopulationen (Stro-1"-, CD271"-, CD133"-sortierte Zellen) im

Chondrozytendifferenzierungsmedium (bp = Basenpaare, M = Marker).

Abbildung 24 zeigt die Expression des chondrogenen Differenzierungsmarkers Aggre-

can. Eine deutliche Expression dieses chondrogenen Markers kann jeweils bei den
Stro-1*-, den CD133- und den CD271"-Zellen beobachtet werden. Die Stro-1"- und die

CD133"-Zellen zeigen eine leichte Expression von Aggrecan, wahrend bei den

CD271%-Zellen keine Expression des Markers evident ist. Der Transkriptionsfaktor

Sox9 wird von den CD133"- und Stro-1""-Zellen exprimiert. Die CD271-Zellen weisen

ebenfalls eine deutliche Expression von Sox9 auf, wahrend der Marker von den

CD271%-Zellen nur schwach exprimiert wird.
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Abb. 24: Expression des chondrogenen Differenzierungsmarkers Aggrecan (Agg) und des Transkriptions-

faktors Sox9 mittels PCR nach 33-tagiger In-vitro-Differenzierung der isolierten Zahnkeimpopulationen
(Stro-1""-, CD271""-, CD133"-sortierte Zellen) im Chondrozytendifferenzierungsmedium. DNA dient zur

Kontrolle der Primer (bp = Basenpaar; M = Marker).
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Abbildung 25 zeigt die Expression des chondrogenen Differenzierungsmarkers Chon-
droadherin. Der Marker wird von den Stro-1""- und den CD133"-Zellen, sowie von den

CD271°-Zellen exprimiert. Die CD271*-Zellen weisen keine Expression von Chondro-

adherin auf.
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Abb. 25: Expression des chondrogenen Differenzierungsmarkers Chondroadherin mittels PCR nach
33-tagiger In-vitro-Differenzierung der isolierten Zahnkeimpopulationen (Stro-1""-, CD271"-, CD133"~-
sortierte Zellen) im Chondrozytendifferenzierungsmedium. DNA dient zur Kontrolle der Primer (bp = Ba-

senpaare, M = Marker).

4.2.2 Adipogene Differenzierung

Die Expression verschiedener Differenzierungsmarker im Adipozytendifferenzierungs-
medium ist in Abbildung 26 anhand einer PCR dargestellt. Die Abbildung zeigt die Ex-
pression von PPARy, FABP4, Osteopontin, Col1A1, Cbfal und Chondroadherin nach
14- bzw. 28-tagiger In-vitro-Differenzierung. Zum Nachweis einer adipogenen Differen-
zierung der Zellen wurde die Expression von ,peroxisome proliferator-acitvated recep-
tor* (PPARY) und ,Fatty acid binding protein 4“ (FABP4) der einzelnen Zellpopulationen
untersucht. PPARy wird von allen Zellpopulationen sowohl an Tag 14 als auch an Tag
28 gleichmalig exprimiert. Eine schwache Expression des adipogenen Differenzier-
ungsmarkers FABP4 kann bei den Stro-1'-Zellen nach 14 Tagen, sowie bei den
CD133"-Zellen sowohl nach 14- als auch 28-tagiger Differenzierung nachgewiesen
werden. Die CD271*"-Zellen exprimieren zu keinem Zeitpunkt FABP4. Der Abbildung
26 ist ebenfalls die Expression der osteogenen Differenzierungsmarker Osteopontin,
Col1A1 und des Transkriptionsfaktors Cbfa1 zu entnehmen. Samtliche Marker werden

von den Stro-1*"-, CD133*"- und CD271*"-Zellpopulationen zu beiden Zeitpunkten ex-
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primiert. Ebenso ist die Expression des chondrogenen Markers Chondroadherin bei

allen Zellfraktionen nach 14 bzw. 28 Tagen evident.

STRO-1 CD133 CD271
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Abb. 26: Expression verschiedener Differenzierungsmarker (PPARy, FABP4, Osteopontin, Col1A1, Cbfa1,
Chondroadherin) mittels PCR nach In-vitro-Differenzierung der isolierten Zahnkeimpopulationen (Stro-1+/'-,
CD271*"-, CD133"-sortierten Zellen) im Adipozytendifferenzierungsmedium nach 14 (d14) bzw. 28 Tagen
(d28) (bp = Basenpaare, d = Tag, M = Marker).

Als histologischer Nachweis einer adipogenen Differenzierung der Zahnkeimzellen
wurde eine Ol-Rot-O-Firbung der fixierten Zellen nach 14- bzw. 28-tagiger Differen-
zierung durchgeflihrt und ist in Abbildung 27 dargestellt. Diese Farbung ist spezifisch

fur Lipidvakuolen, welche im Lichtmikroskop rot erscheinen.

Die Stro-1*-Zellen zeigen nach 14-tagiger Differenzierung keinerlei Lipidvakuolen, wah-
rend nach 28 Tagen eine deutliche Akkumulation kleiner Lipidvakuolen im Zytoplasma
der Zellen zu beobachten ist. Es handelt sich dabei nicht um reife Adipozyten, sondern
eher um Zellen im Stadium eines Praadipozyten. Die negativ sortierten Stro-1-Zellen
zeigen nach 14 Tagen keine positive Ol-Rot-O-Farbung. Nach 28 Tagen sind ganz
vereinzelt Praadipozyten mit kleinen lipidgefiillten Vesikeln erkennbar. Die CD271""-
und CD133*-Zellen weisen nach 14- und 28-tagiger Differenzierung nur kleine Lipid-
vakuolen auf. Es ist jedoch zu beobachten, dass die CD271-Zellen nach 14 Tagen
eine ahnlich deutlich positive Ol-Rot-O-Férbung aufweisen wie die Stro-1*-Zellen nach

28 Tagen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass zwar alle Zellpopulationen
54



4 Ergebnisse

nach 28-tagiger Inkubation im adipogenen Differenzierungsmedium kleine Lipidvesikel
bilden, aber lediglich die Stro-17-Zellen nach 28 Tagen und die CD271-Zellen nach
14 Tagen eine deutlich positive Ol-Rot-O-Farbung aufweisen.

Tag 14 Tag 14 Tag 28

Abb. 27: OI-Rot-O-Farbung der Zahnkeimzellen des adipogenen Assays. Dargestellt sind die Stro-1""

CD271*"- und CD133""-Zellen nach 14- bzw. 28-tagiger Differenzierung im adipogenen Differenzierungs-
medium. (Mikroskop Axiovert 200m/HAL 100, Axiocam MRm,10-fache Vergréfierung)
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5 Diskussion

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung und Charakterisierung des
Proliferations- und Differenzierungspotentials der Pulpazellen von Zahnkeimen. Zur
Uberpriifung, ob die Population der Zahnkeimzellen multipotente Stammzellen beinhal-
tet, wurden im Zuge dieser Untersuchung kultivierte Zahnkeimzellen mithilfe von
Stammzellmarkern (Stro-1, CD 271, CD 133) sortiert. Im Anschluss an die Sortierung
wurde untersucht, ob die selektierten Zellen mittels unterschiedlicher Differenzie-
rungsmedien zu Fett- (Adipozyten), Knorpel- (Chondrozyten) und Knochenzellen
(Osteozyten) differenzieren kdénnen. Da diese Zelltypen nicht im Zahngewebe vor-
kommen, ware ihr Nachweis ein Hinweis auf eine Multipotenz der Zahnkeimzellen. Zur
Kontrolle, ob im Rahmen der Differenzierungsversuche tatsachlich Adipozyten, Chon-
drozyten und Osteozyten entstanden sind, erfolgte eine molekularbiologische Aufarbei-
tung der Zellen zu definierten Zeitpunkten. Es wurde mittels Polymerase-Ketten-
Reaktion und quantitativer Real-Time PCR die Expression bestimmter Markergene
analysiert, welche typischerweise von den einzelnen Zelltypen exprimiert werden.
Weiterhin erfolgte eine histomorphologische Untersuchung der Zellen des Adipozyte-
nansatzes mithilfe einer histologischen Farbung (OI-Rot-O). Dariiber hinaus wurde die
osteogene Differenzierung der Zellen durch den Nachweis eines nicht-kollagenen Pro-
teins der Knochenmatrix (Osteocalcin) mittels eines ,enzyme linked immunosorbent
assay“ (ELISA) untersucht. Die 0.g. Methoden zur Untersuchung des Differenzierungs-
potentials der Zellreihen sind weitgehend etabliert und missen daher nicht diskutiert

werden.
5.1 Methodik

5.1.1 Messungen und Berechnungen

Die in dieser Arbeit prasentierten experimentellen Daten der Zellzdhlung wurden mit
Hilfe der JMAK-Formel verifiziert. Diese wurde unabhangig von Johnson, Mehl, Avrami
und Kolmogorow zur Beschreibung kristalliner Wachstumskinetiken und Phasentrans-
formationen entwickelt (AVRAMI 1939, AVRAMI 1940, AVRAMI 1941, FANFONI und
TOMELLINI 1998). Anhand der Formel y = (1 — exp (-kt")), bei der y der zeitabhéngige
Anteil der zu untersuchenden Phase ist, k die Geschwindigkeitskonstante des Wachs-
tumsprozesses und n der Avrami-Exponent, kdnnen detaillierte Rickschliisse auf den
vorliegenden Wachstumsprozess gezogen werden. Die Zeitkonstante k definiert die
unter den gewahlten experimentellen Parametern vorherrschende Geschwindigkeit, in

der sich die neue Phase bildet. Der Avrami-Exponent n hingegen modelliert diese
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Geschwindigkeit im Beobachtungszeitraum und passt eine sigmoidale Wachstumsform
an. Wenn ein Avrami-Exponent von eins den Wachstumsprozess auf ein exponentiel-
les Wachstum zurlckfiihrt, kdnnen anhand von Avrami-Exponenten ungleich eins
Rickschlisse auf den Wachstumsprozess gezogen werden. Hierbei gilt, dass die Di-
mensionalitat des Wachstums dim aus dem Avrami-Exponenten hervorgeht: dim = n-1.
So gibt es flir dim = 1 eine Vorzugsrichtung und ein nadelférmiges Wachstum, bei
dim = 2 zwei Vorzugsrichtungen und eine Plattchenbildung und bei dim = 3 sind alle
drei Raumrichtungen ahnlich bevorzugt und die neue Phase wachst kugel- bzw. wirfel-
formig. In der Studie von HILLER (1965) sind einige Dimensionen flr n bei verschiede-
nen Wachstumsprozessen erklart. Abbildung 28 zeigt graphisch die Abhangigkeit des
Avrami-Exponenten n auf die sigmoidale Form der Wachstumskurve bei konstanter

Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten k.
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Abb. 28: Einfluss des Avrami-Exponenten n auf die sigmoidale Form der Wachstumskurve bei konstanter

Wachstumsgeschwindigkeitskonstante k = 0,2 (w.E. = willkurliche Einheit).

Im Rahmen biomedizinischer Anwendungen, die Uber das Gebiet des einfachen Prote-
inkristallwachstums hinausgehen, wird das JMAK-Modell sowohl fiir das Wachstum der
Zellen als auch deren Sterblichkeit in verschiedenen Bereichen genutzt (VEKILOV
2010, WILLIAMS et al. 1992, WILLIAMS et al. 1993). Hierzu ist anzumerken, dass es
signifikante Unterschiede zwischen Kristallwachstum bzw. Phasentransformationen

und dem Zellwachstum durch Teilung gibt, was deutlichen Einfluss auf die Interpreta-
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tion des Avrami-Exponenten hat. Beim Wachstum von Kristallen kénnen Nukleationen
beobachtet werden, bei denen eine neue Phase ohne Nachbarn der gleichen Struktur
entsteht (ist dies der vorherrschende Prozess, ist der Avrami-Exponent gleich eins und
die Dimensionalitéat gleich null). Dies ist im Bereich der Zellteilung ganzlich ausge-
schlossen, da dies faktisch ein Zellwachstum aus Nahrlésung ohne Zellteilung bedeu-
ten wirde. Da flr Zellteilungsprozesse auch keine Vorzugsrichtung (also eine bevor-
zugte Teilung der Zelle in eine der drei Raumrichtungen) zu erwarten ist, dirften die
Avrami-Exponenten gleich bzw. groRer vier sein. Die detaillierte Analyse der Dimen-
sionalitat bei biomedizinischen Prozessen ist wesentlich komplexer als im Bereich der
anorganischen Phasentransformation. Daher werden im Folgenden diese Werte priméar
zum quantitativen Vergleich der Messungen untereinander genutzt. Abbildung 29 zeigt
graphisch den Einfluss der Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten k auf den Verlauf

der Kurve bei konstantem Avrami-Exponenten n = 4.
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Abb. 29: Einfluss der Wachstumsgeschwindigkeitskonstanten k auf den Verlauf der Kurve bei konstantem

Avrami-Exponenten n = 4 (w.E. = willkirliche Einheit).

5.1.2 Methodenkritik

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die Population der Zahnkeimzellen multipo-

tente Stammzellen beinhaltet und diese mithilfe der gewahlten Stammzellmarker

Stro-1, CD133 und CD271 selektiert werden kénnen. Die gegenwartigen Versuchser-

gebnisse unterstreichen somit die Vermutung von SLOAN und WADDINGTON (2008),
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dass innerhalb der Pulpa mehr als eine Stammzellpopulation existiert. Die genannte
Forschungsgruppe bezieht ihre Vermutung auf die Zellen der adulten Pulpa, sie
scheint aber auch auf Zahnkeimzellen zutreffend zu sein. Im Rahmen dieses Versu-
ches ist evident, dass neben den positiv sortierten Zahnkeimpopulationen, auch die
Negativfraktionen der sortierten Zahnkeimzellen lber ein osteogenes, chondrogenes
und adipogenes Differenzierungspotential verfligen. Dies kann damit begriindet sein,
dass in den negativ sortierten Zellpopulationen noch weitere Stammzellen vorhanden
sind. Beispielsweise enthélt die eluierte Mischkultur der Stro-1-Zellen noch CD133"-
und CD271%-Zellen, welche dazu in der Lage sind in verschiedene Zelllinien zu diffe-
renzieren. Selbiges qilt fur die CD133"- und CD271°-Zellen jeweils bzgl. der zwei ande-

ren Stammzellmarker.

In Bezug auf den vorliegenden Versuchsaufbau ware es interessant, die Differenzie-
rungs- und Proliferationsunterschiede zwischen einer positiv sortierten Zellfraktion und
der dazugehérigen negativen Zellfraktion zu beobachten, welche keinen der drei ver-
wendeten Stammzellmarker aufweist. Um eine solche Negativpopulation zu erhalten,
mussten die negativ sortierten Zellen der ersten MAC-Sortierung nochmals mit den
beiden verbliebenen Markern sortiert werden. Das Endergebnis ware dann eine Zell-
population, die Stro-1/CD1337/CD271" ist. Es stellt sich die Frage, ob diese Stro-1"
/CD1337/CD271-Population ebenso dazu in der Lage ist, wie die Stro-17-, CD271"-,
CD133"-Zellpopulationen in verschiedene Zelllinien zu differenzieren. Des Weiteren
konnte auch eine unsortierte Zellpopulation als Kontrollgruppe parallel zu den positiv
und negativ sortierten Zellen untersucht werden. So kdnnte herausgefunden werden,
ob sich die positiv oder negativ sortierten Zellen von der Ausgangspopulation in ihrem
Proliferationsverhalten oder Differenzierungspotential unterscheiden. Hinsichtlich des
Differenzierungspotentials dentaler Stammzellen konnte bereits nachgewiesen werden,
dass DPSCs, SHEDs, SCAPs und HDFCs neben dem adipogenen, chondrogenen und
osteogenen Differenzierungspotential, auch Uber die Fahigkeit verfligen neurogen und
myogen zu differenzieren (D’AQUINO et al. 2007, GRONTHOS et al. 2002, LAINO et
al. 2005, MIURA et al. 2003, MORSCZECK et al. 2005 a, MORSCZECK et al. 2005 b,
SONOYAMA et al. 2008, ZHANG et al. 2006). Die vorliegenden Versuchsergebnisse
zeigen, dass das Verhalten der Zahnkeimzellen dem der bisher untersuchten dentalen
Stammzellpopulationen ahnelt und die Zahnkeimzellen ebenfalls die Potenz zur adipo-
genen, osteogenen und chondrogenen Differenzierbarkeit aufweisen. Die vorliegenden
Versuchsergebnisse entsprechen somit auch den Beobachtungen von TAKEDA et al.
(2008), welche ein osteogenes und adipogenes Differenzierungspotential von Zahn-
keimzellen nachweisen konnten. Diese Gruppe konnte des Weiteren anhand der Ex-

pression neurogener Marker wie Nestin und BllI-Tubulin eine neurogene Differenzie-
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rung von Zahnkeimzellen zeigen. Eine myogene Differenzierung von Zahnkeimzellen
wurde bisher nicht untersucht und kénnte, ebenso wie die Verwendung weiterer
Stammzellmarker, Gegenstand klnftiger Differenzierungsversuche sein. So konnte
beispielsweise die Expression des Stammzellmarkers CD146 bereits bei DPSCs,
SCAPs, SHEDs und PDLSCs nachgewiesen werden (CHEN et al. 2006, MIURA et al.
2003, SHI und GRONTHOS 2003, SONOYAMA et al. 2006). Es ist zu vermuten, dass
es sich hierbei um einen weiteren wichtigen dentalen Stammzellmarker handelt, der
vermutlich ebenso von einer Subpopulation der Zahnkeimzellen exprimiert wird. Dieses
bedarf allerdings der weiteren Untersuchung, da in der Literatur diesbezlglich keine
Angaben existieren. Da viele der o0.g. Versuche mit nicht selektierten Zellpopulationen
durchgeflihrt wurden, ware es kinftig von Interesse, ob beispielsweise das Prolifera-
tions- und Differenzierungspotential selektierter Stammzellpopulationen (z.B. Stro-17/

CD133"-Zellen) dem der nicht sortierten Zellpopulationen (iberlegen ist.
5.2 Ergebnisse

5.2.1 Stammzellmarker

Einige vorangegangene Studien belegen, dass es sich bei den DPSCs um eine hete-
rogene Zellpopulation handelt. Die Zellen unterscheiden sich in Bezug auf ihre GroRle
und Morphologie sowie ihres Proliferations- und Differenzierungspotentials
(GRONTHOS et al. 2003, KUZNETSOQV et al. 1997, STEWARD et al. 2003). Dement-
sprechend wird nach einer Methode gesucht, mit der die Stammzellpopulationen von
den Ubrigen dentalen Zellen effektiv isoliert werden kénnen. Hierbei finden Stamm-
zellmarker Verwendung, mit deren Hilfe sich bestimmte Subpopulationen selektieren
lassen. Stro-1 stellt einen Marker fir humane mesenchymale Stammzellen dar und ist
einer der am meisten genutzten Antikérper. Stro-1 erkennt ein Oberflachenantigen, das
von einer kleinen Anzahl mesenchymaler Stammzellen exprimiert wird. Stro-17-Zellen
des Knochenmarkstromas besitzen beispielsweise die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
und kdénnen zu Myozyten, Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten differenziert
werden (DENNIS et al. 2002, GRONTHOS et al. 1994, GRONTHOS et al. 2003,
SIMMONS und TOROK-STORB 1991). Humane dentale Pulpazellen (DPSCs) beinhal-
ten ebenfalls Stro-17-Zellen, welche die Potenz zur osteogenen und adipogenen Diffe-
renzierung aufweisen. Dartber hinaus konnte die Expression von Stro-1 erfolgreich auf
SHEDs, HDFCs und PDLSCs nachgewiesen werden (GRONTHOS et al. 2002,
LAINO et al. 2005, MIURA et al. 2003). Die Ergebnisse dieses Versuches belegen,
dass Stro-17-Zellen auch in der Population der Zahnkeimzellen zu finden sind. Diese
Zellfraktion zeigt ebenfalls ein osteogenes, adipogenes und chondrogenes Differenzie-

rungspotential. Dementsprechend bestatigen die vorliegenden Versuchsergebnisse die
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Aussage, dass der Oberflachenmarker Stro-1 ein wichtiger dentaler Stammzellmarker
ist MORSCZECK et al. 2007).

SHI und GRONTHOS (2003) zeigten, dass die mittels MACS selektierte Stro-17-
Fraktion ca. 6% der gesamten Pulpazellen betragt. Dieses Angabe entspricht in etwa
auch dem Anteil der Stro-17-Zellen an der hier untersuchten Zahnkeimzellpopulation
(5,84% bzw. 4,36%). Daruber hinaus gelang es SHI und GRONTHOS (2003) die
Stammzellnische der DPSCs zu lokalisieren. Die DPSC-Stammzellnischen in der
humanen dentalen Pulpa befinden sich in den perivaskularen und perineuralen Regio-
nen und konnten mithilfe der Antikérper gegen Stro-1, CD146 und des Perizyten-
assoziierten-Antigens (3G5) lokalisiert werden. In weiteren Versuchen koénnte so
beispielsweise untersucht werden, ob die Stammzellpopulation aus dem Zahnkeim

ebenfalls Uber eine perivaskular und perineural lokalisierte Stammzellnische verfiigen.

Der Antikérper CD271, auch als ,low affinity nerve growth factor receptor” (LNGFR)
bezeichnet, wird in der Literatur als Marker zur Aufreinigung nicht-hamatopoetischer
Stammzellen beschrieben. Die Verwendung dieses Antikorpers sollte dazu beitragen,
eine homogenere Population multipotenter hMSCs zu erhalten. Im Vergleich zu den
Stro-1"-Zellen betragt der Anteil von CD271*-Zellen an der gesamten Population reifer
Pulpazellen weniger als 1% (SMITH et al. 2005). Diese Angabe konnte in Bezug auf
die Zahnkeimzellen nicht bestatigt werden. Den vorliegenden Daten dieses Versuches
ist zu entnehmen, dass die CD271%-Zellen in der 2. Passage 10,68% und in der
4. Passage 2,97% der Gesamtpopulation ausmachen. Die Population der Zahnkeim-
zellen scheint dementsprechend zwar mit zunehmender Passageanzahl weniger
CD271%-Zellen zu enthalten, verfigt aber im Vergleich zu den reifen Pulpazellen tber

einen deutlich héheren Anteil an CD271"-Zellen.

CD133 ist ein Oberflachenmarker fir hamatopoetische, mesenchymale und neuronale
Stammzellen, der erstmalig 1997 entdeckt wurde (D’AQUINO et al. 2007, SHMELKOV
et al. 2005, TONDREAU et al. 2005, YIN et al. 1997). Hinsichtlich der Expression von
CD133 auf dentalen Pulpastammzellen sind in der Literatur nur unzureichend Daten
bekannt. Lediglich D’AQUINO et al. (2007) wiesen das Vorhandensein von CD133"-
Zellen in der reifen Pulpa nach. Es sind allerdings keine Daten bzgl. des prozentualen
Anteils von CD133"-Zellen an der Gesamtpopulation bekannt, weswegen ein Vergleich
mit den hier untersuchten Zahnkeimzellen nicht méglich ist. Die durchschnittliche rela-
tive Zellquantitdt von CD133" -Zellen an der Zahnkeimpopulation betragt 8,5%. In An-
betracht dieser Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung scheint die Selektion den-
taler Stammzellen aus dem Zahnkeim mit CD133 sehr vielversprechend und sollte wei-

ter untersucht werden.
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In vorangegangenen Studien wurde mehrfach dokumentiert, dass Stro-1 ein wichtiger
dentaler Stammzellmarker ist (GRONTHOS et al. 2002, LAINO et al. 2005, MIURA et
al. 2003, MORSCZECK et al. 2007). Es stellt sich die Frage, ob die beiden verwende-
ten Stammzellmarker CD133 und CD271 ebenfalls fur die Selektion dentaler Stamm-
zellen geeignet sind, da in der Literatur zu diesen zwei Stammzellmarkern bisher nur
unzureichende Angaben vorliegen. Die Proliferationsergebnisse zeigen, dass die
CD133™- und CD271"-Zellen sowohl im adipogenen als auch osteogenen Differenzie-
rungsmedium besser und schneller proliferieren als die Stro-1*-Zellen. In Bezug auf
das Differenzierungspotential der CD133™- und CD271%-Zellen wird deutlich, dass die
CD133"-Zellen ebenso wie die Stro-1*-Zellen die Potenz zur adipogenen, chondroge-
nen und osteogenen Differenzierung aufweisen. Daher lasst sich anhand der gegen-
wartigen Versuchsergebnisse vermuten, dass CD133 ebenfalls einen potenten
Stammzellmarker fir die Selektion dentaler Stammzellen darstellt, zumal das Prolifera-

tionsverhalten der CD133"-Zellen dem der Stro-17-Zellen (iberlegen zu sein scheint.

Die positiv sortierten CD271-Zellen weisen hingegen nicht das gleiche Differenzie-
rungspotential wie die CD133"- und die Stro-1*-Zellen auf. Es konnte zum Beispiel kei-
ne chondrogene Differenzierung der CD271%-Zellen beobachtet werden. Zwar gelang
es, die CD271%-Zellen in adipogene Richtung zu differenzieren, bzgl. der osteogenen
Differenzierung waren aber Unterschiede zwischen verschiedenen Zahnkeimpopula-
tionen evident, so dass eine osteogene Differenzierung nur teilweise nachweisbar war.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die CD271%-Zellen den Stro-1*-Zellen
bzgl. des Proliferationsverhaltens zwar Gberlegen sind, aber nicht die gleiche Multipo-
tenz aufweisen. Dementsprechend scheint sich CD271, den vorliegenden Versuchser-
gebnissen zufolge, nicht als Marker flr die Hartgewebebildung dentaler Stammzellen

aus dem Zahnkeim zu eignen.
5.2.2 Proliferation

Die Zahnkeimzellen zeigen ebenso wie die DPSCs eine fibroblastenahnliche Morpho-
logie und weisen ein adhasives Wachstum auf. Sie bilden nach 5-tagiger Kultivierung
Kolonien. Dieses Verhalten entspricht dem in der Literatur beschriebenen Prolifera-
tionsverhalten von DPSCs und den von TAKEDA et al. (2008) beobachteten Wach-
stum von Zahnkeimzellen (GRONTHOS et al. 2000, GRONTHOS et al. 2002). Dieses
Wachstumsverhalten war sowohl im Rahmen des adipogenen als auch osteogenen
Assays evident. Hinsichtlich des Proliferationsverhaltens der Zahnkeimzellen des
chondrogenen Assays sind keine Angaben mdglich, da die Zellen aufgrund des Ver-
suchsaufbaus nicht mikroskopisch untersucht und keine Zellzdhlung durchgefihrt

werden konnten.
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Die vorliegenden Versuchsergebnisse zeigen, dass die untersuchten Zellpopulationen
des osteogenen Assays nach einer inaktiven Phase von ca. finf Tagen verstarkt mit
der Proliferation beginnen. Diese Beobachtung entspricht in etwa dem von D’AQUINO
et al. (2007) festgestellten Proliferationsverhalten der DPSCs, welche nach sechs
Tagen eine signifikante Zunahme ihrer Proliferation zeigen. Im Vergleich der positiv
sortierten Zellpopulationen dieses Versuches erreichen die CD271%-Zellen im osteoge-
nen Assay die hochste Zellzahl sowie maximale Wachstumsgeschwindigkeit.
Die CD133"-Zellen proliferieren dhnlich stark wie die CD271"-Zellen. Die Stro-17-Zellen
weisen hingegen sowohl die geringste Zellzahl, Wachstumsgeschwindigkeitskonstante

als auch die niedrigste maximale Wachstumsgeschwindigkeit auf.

Anhand der Proliferationsdaten des adipogenen Assays wird deutlich, dass auch hier
die Stro-1"-Zellen den CD133"- und CD271"-Zellen in ihrem Proliferationsverhalten
unterlegen sind. Alle Zellpopulationen des adipogenen Assays beginnen erst ab dem
10. Tag verstarkt mit der Proliferation und somit ca. fliinf Tage spater als die Zellen des
osteogenen Assays. Insgesamt zeigen die Proliferationsergebnisse, dass die selektier-
ten Zahnkeimpopulationen unter den gegebenen Versuchsbedingungen im osteoge-
nen Differenzierungsmedium besser und schneller proliferieren als im adipogenen Dif-
ferenzierungsmedium. Ein mdéglicher Grund flr das beobachtete Proliferationsverhal-
ten der Zellen kénnte die Verwendung der unterschiedlichen Differenzierungsmedien
sein.

Ein weiterer Parameter, der Einfluss auf das Proliferationsverhalten der selektierten
Zahnkeimzellen haben kénnte, ist die Zelldichte. Im Rahmen des osteogenen Assays
wurden zu Versuchsbeginn jeweils 50.000 Zellen/Well in 6-Well-Platten ausgesat,
wahrend im adipogenen Assay 50.000Zellen/Well in 12-Well-Platten ausplattiert wur-
den. Anhand der gegenwartigen Versuchsergebnisse kdnnte man vermuten, dass die
Zahnkeimzellen mit einer geringeren Zelldichte in 6-Well-Platten besser proliferieren
als in 12-Well-Platten. Zur Verifizierung dieser Vermutung missten jedoch weitere
Versuche unter vergleichbaren Versuchsbedingungen durchgeflihrt werden, indem die
Aussaat gleicher Ausgangszellzahlen/Well sowohl im adipogenen als auch im osteo-
genen Differenzierungsmedium jeweils in 6- bzw. 12-Well-Platten erfolgt. So kénnte
naher untersucht werden, ob die Zelldichte oder das Differenzierungsmedium flir das

unterschiedliche Proliferationspotential der Zellen verantwortlich ist.

5.2.3 Differenzierung

GRONTHOS et al. (2000) gelang erstmalig die Identifizierung und Isolierung dentaler
Stammzellen aus der adulten Pulpa. Die Identifizierung der dentalen Pulpastammzel-

len (DPSCs) erfolgte anhand ihrer klonogenen Fahigkeiten, der schnellen Prolifera-
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tionsrate sowie der Fahigkeit in vivo und in vitro mineralisiertes Gewebe zu bilden.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die DPSCs in der Lage sind, in verschie-
dene Zelltypen zu differenzieren (GRONTHOS et al. 2002). Es stellt sich die Frage, ob
auch die Population der Zahnkeimzellen ein ahnliches Differenzierungspotential auf-
weist. TAKEDA et al. (2008) charakterisierten bisher als erste Gruppe das Prolifera-
tions- und Differenzierungspotential von dentalen Pulpazellen, welche aus einem

Zahnkeim mit nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum gewonnen werden konnten.

5.2.3.1 Osteogene Differenzierung

Der Nachweis einer osteogenen Differenzierung der Zahnkeimzellen erfolgte mittels
OCN-ELISA, RTg-PCR und PCR anhand der Expression osteogener Differenzie-
rungsmarker (Osteocalcin, Osteopontin, Osteocrin, Osteonectin, Col1A1, Cbfa1).
Osteocalcin ist ein nicht-kollagenes Protein der Knochenmatrix und stellt einen
spezifischen Marker fir das spate Differenzierungsstadium von Osteoblasten dar
(AUBIN und LIU 1996, RICKARD et al. 1996). Osteocalcin wird von den reifen Osteo-
blasten sezerniert und ist mit einem Anteil von 1-2% das in héchster Konzentration
vorkommende nicht-kollagene Protein des Knochens. Bei dentalen Zellen aus dem
Pulpagewebe (DPSCs), sowie den SHEDs, SCAPs und HDFCs konnte die
Expression von Osteocalcin bereits nachgewiesen werden (D’AQUINO et al. 2007,
GRONTHOS et al. 2000, MIURA et al. 2003, MORSCZECK 2005 a, MORSCZECK
2005 b, SONOYAMA et al. 2008). Die Regulation der Osteocalcinexpression erfolgt
Uber den Transkriptionsfaktor ,Core binding factor 1 (Cbfa1), welcher einen essentiel-
len Transkriptionsfaktor der Osteoblastendifferenzierung darstellt. Unter anderem
reguliert er neben der Osteocalcinexpression die Expression weiterer osteogener Mar-
ker wie Osteopontin und Col1A1 (AUBIN et al. 2002, DUCY und KARTENSY 1998).
Osteopontin wird von Praosteoblasten und Osteoblasten in der Phase der extrazellula-
ren Matrixentwicklung und Matrixreifung gebildet (MALAVAL et al. 1994, RICKARD et
al. 1996). Osteonectin ist ebenso wie Osteopontin ein nicht-kollagener Bestandteil der

Knochenmatrix und wird von Osteoblasten exprimiert.

Die PCR zeigt eine osteogene Differenzierung aller positiv und negativ sortierten Zell-
populationen. Das Expressionsmuster von Osteocalcin, Osteopontin, Osteonectin,
Col1A1 und Cbfa1 entspricht in allen Zellpopulationen dem in der Literatur beschriebe-
nen Bild der Osteoblastendifferenzierung. In vorangegangenen Studien konnte bereits
gezeigt werden, dass die DPSCs neben Osteocalcin auch Col1A1, Osteonectin und
Osteopontin exprimieren (SHI et al. 2005). Den vorliegenden Ergebnissen ist zu ent-

nehmen, dass die untersuchten Zahnkeimzellen ebenfalls die genannten Marker
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exprimieren und somit ebenso wie die DPSCs Uber ein osteogenes Differenzierungs-

potential verfligen.

Dariiber hinaus konnte eine osteogene Differenzierung der Stro-1""-Zellen und der
CD133*-Zellen anhand des OCN-ELISAs und der RTq-PCR beobachtet werden.
Sowohl die Stro-1"-Zellen als auch die CD133*-Zellen weisen eine Sekretion bzw.
Expression von Osteocalcin auf. Hingegen zeigen die CD271*"-Zellen keine oder nur
eine geringfligige Expression von Osteocalcin im Rahmen des OCN-ELISAs und der
RTqg-PCR.

Eine mdgliche Erkldrung fiir die abweichende OCN-Expression der CD271*"-Zellen bei
dem ELISA und der RTg-PCR kdnnte die Verwendung von Zellpopulationen aus ver-
schiedenen Zahnkeimen sein. Die Werte des OCN-ELISAs und der RTq-PCR sind aus
derselben Zellpopulation eines Zahnkeims gewonnen und weisen Ubereinstimmende
Ergebnisse auf. Die Zellen, welche im Anschluss an einen osteogenen Assay mittels
PCR untersucht wurden, stammen aus einem anderen Zahnkeim. Die vorliegenden
Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich bei den Zellen der Zahnkeime um eine hete-
rogene Population handelt, die von Individuum zu Individuum variieren kann. Die un-
terschiedlichen Entwicklungsstadien der Zahnkeime kénnten flir den Differenziertheits-
grad der Zahnkeimzellen und der entsprechenden Expression verschiedener Ober-

flachenmarker ebenfalls von Bedeutung sein.

So konnte in vorangegangenen Studien bereits nachgewiesen werden, dass Pulpazel-
len aus Zahnkeimen mit abgeschlossenem Kronenwachstum starker proliferieren als
Zellen aus fortgeschritteneren Entwicklungsstadien. Darliber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die Wachstumsrate sowie die Potenz zur Differenzierung der Zellen mit
zunehmender Passagezahl abnimmt (TAKEDA et al. 2008).

Das Differenzierungspotential der verschiedenen Zellpopulationen (Stro-1*", CD271*",
CD133*) in Bezug auf den OCN-ELISA zeigt, mit Ausnahme der CD271*"-Zellen, dass
sowohl die positiven als auch die negativen Zellpopulationen OCN sezernieren.
Bei den Stro-1"- und Stro-1-Zellen ist bzgl. der OCN-Konzentration kein deutlicher
Unterschied zwischen beiden Populationen evident, wahrend die CD133-Zellen eine
deutlich héhere OCN-Konzentration aufweisen als die CD133"-Zellen. Ursache fiir die
OCN-Sekretion und damit Hinweis auf eine osteogene Differenzierung der negativ sor-
tierten Zellen kénnte das Vorhandensein weiterer Stammzellen in der jeweiligen
Negativfraktion sein. Zwar wurde im Rahmen der MAC-Sortierung jeweils eine Stamm-
zellpopulation mithilfe des jeweilig verwendeten Stammzellmarkers (Stro-1, CD133,
CD271) aus der Mischpopulation extrahiert, die eluierte Negativfraktion kénnte aber

noch andere Stammzellpopulationen beinhalten. Dies kénnte erklaren, warum sowohl
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bei der PCR, RTg-PCR und bei dem ELISA sowohl die negativen als auch die positi-
ven Zellen Uber ein osteogenes Differenzierungspotential verfligen. Die Potenz zur
Differenzierung der sowohl positiven als auch der negativen Zahnkeimpopulationen ist

auch in den adipogenen und chondrogenen Assays evident.

5.2.3.2 Chondrogene Differenzierung

Bereits durchgefiihrte Studien beweisen, dass die DPSCs, SHEDs und PDLSCs dazu
in der Lage sind chondrogen zu differenzieren (GAY et al. 2007, KERKIS et al. 2006,
ZHANG et al. 2006). Die Ergebnisse dieses chondrogenen Assays zeigen, dass mit
Ausnahme der CD271'-Zellen die untersuchten Zahnkeimzellen chondrogenes
Differenzierungspotential aufweisen. Untersucht wurde die Expression von Aggrecan,
Sox9 und Chondroadherin. Aggrecan wird wahrend der Chondrogenese von den
Knorpelzellen synthetisiert und ist Bestandteil der Extrazellularmatrix (LEFEBVRE und
SMITS 2005). Sox9 ist auf regulatorischer Ebene flir die Expression der Gene fiir Kol-
lagen Typ I, XI und Aggrecan verantwortlich (BRIDGEWATER et al. 1998, LEFEBVRE
und SMITS 2005, LIU et al. 2000, SEKIYA et al. 2000). Chondroadherin ist ein Proteo-
glycan, welches einen Hauptbestandteil der extrazellularen Knochenmatrix darstellt
(MANSSON et al. 2001). Auch im Rahmen dieses Versuches lassen sich keine deut-
lichen Unterschiede bzgl. des Differenzierungspotentials zwischen den positiv und
negativ sortierten Stro-1- bzw. CD133-Zellen feststellen. Die Ergebnisse des chondro-
genen Assays lassen vermuten, dass der Stammzellmarker CD271 eine Zellpopulation

markiert, welche nicht zur chondrogenen Differenzierung in der Lage ist.
5.2.3.3 Adipogene Differenzierung

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass DPSCs nach 5-wdchiger
Differenzierung in Adipozytendifferenzierungsmedium adipogen differenzieren kénnen.
Molekularbiologisch war eine Hochregulation des Transkriptionsfaktors PPARY festzu-
stellen sowie histologisch eine positive Ol-Rot-O-Farbung der Zellen (GRONTHOS et
al. 2002). Die PDLSCs und die HDFSCs wiesen sogar bereits nach 25 bzw. 21 Tagen
die Fahigkeiten zur adipogenen Differenzierung auf (GAY et al. 2007, KEMOUN et al.
2007). Hinsichtlich der adipogenen Differenzierung von Zahnkeimzellen konnten
TAKEDA et al. (2008) nach 28 Tagen histologisch lipidhaltige Fettzellen nachweisen,
es war jedoch keine Expression von PPARYy evident. Der Transkriptionsfaktor PPARYy
kommt fast ausschlief3lich im Fettgewebe vor und gilt als Hauptregulator der Adipoge-
nese (TONTONOZ et al. 1994 a, TONTONOZ et al. 1994 b). FABP4 ist ein Schlissel-
mediator fir den intrazellularen Transport und den Metabolismus von Fettsduren im
Fettgewebe. FABP4 wird von Adipozyten exprimiert, bindet Fettsauren mit hoher Affini-

tat und transportiert diese in verschiedene Bereiche der Zelle. In Verbindung mit Fett-
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sauren interagiert und moduliert FABP4 die Aktivitdt von PPARy (GORBENKO et al.
2006).

Die untersuchten Zahnkeimpopulationen zeigen alle grundsatzlich eine Expression von
PPARy und damit eine generelle Potenz fiir eine adipogene Differenzierbarkeit. Es
zeigen sich keine auffalligen Expressionsunterschiede zwischen den positiv und nega-
tiv sortierten Zellen bzgl. PPARYy. Dieses Ergebnis konnte durch eine weitere moleku-
larbiologische Untersuchung mit FABP4 nur teilweise bestatigt werden, da FABP4 nur
vereinzelt von einigen Zellpopulationen exprimiert wurde. Histologisch ist bei allen
Zellpopulationen nach 28-tagiger Differenzierung, mit Ausnahme der Stro-1-Zellen,
nur eine geringfiigige Bildung von Lipidvakuolen evident. Es konnten zu keinem Zeit-
punkt bei einer der sortierten Zellpopulationen reife Adipozyten beobachtet werden.
Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl die positiven als auch die negativen Zellpopula-
tionen der verwendeten Stammzellmarker die Fahigkeit besitzen, adipogen zu differen-
zieren. Es ist aber zu vermuten, dass sich die untersuchten Zellen noch in einem Frih-
stadium der adipogenen Differenzierung befanden. In kiinftigen Untersuchungen sollte
durch eine langere Versuchsdauer festgestellt werden, ob die Zahnkeimzellen ebenso
wie die DPSCs nach 5-wochiger Differenzierung reife Adipozyten aufweisen, oder ob
sich die Zahnkeimzellen von den DPSCs in ihrem adipogenen Differenzierungsverhal-
ten unterscheiden. Der Adipozyten-spezifische Marker Lipoprotein-Lipase (LPL) konnte
bei der Differenzierung von DPSCs bereits mehrfach nachgewiesen werden und
konnte dementsprechend bei Versuchen mit Zahnkeimzellen als weiterer Marker zur
Uberpriifung einer adipogenen Differenzierung angewendet werden (GRONTHOS et
al. 2002, JO et al. 2007).

Eine mogliche Erklarung flir die Expression der osteogenen (Osteopontin, Col1A1,
Cbfa1) und des chondrogenen Differenzierungsmarkers (Chondroadherin) im adipoge-
nem Differenzierungsmedium kénnte das Vorliegen einer heterogenen Mischpopula-
tion der Zahnkeimzellen sein. So kénnten in der Negativfraktion der CD271-Zellen bei-
spielsweise noch Stro-17-Zellen oder CD133-Zellen vorhanden sein. Dariber hinaus
kénnen sich die Zellen zu den Erntezeitpunkten in verschiedenen Stadien der Differen-
zierung befunden haben, was zu unterschiedlichen Expressionsmustern geflihrt haben
konnte. Einige der Zellen waren eventuell bereits flir eine osteogene bzw. chondroge-
ne Differenzierung determiniert, wodurch sich die Expression der osteogenen und
chondrogenen Differenzierungsmarker im Rahmen des adipogenen Assays erklaren
lieRe. Insgesamt kann aus den Ergebnissen gefolgert werden, dass die Population der
Zahnkeimzellen multipotente Stammzellen beinhaltet, welche ein chondrogenes, adi-

pogenes und osteogenes Differenzierungspotential aufweisen.
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Ziel dieser Studie war die Untersuchung und Charakterisierung humaner dentaler
Zahnkeimzellen bzgl. ihres Proliferations- und Differenzierungspotentials, sowie die
Klarung der Fragestellung, ob die Population der Zahnkeimzellen multipotente Stamm-
zellen beinhaltet. Die Zahnkeimzellen wurden mithilfe der Stammzellmarker Stro-1,
CD133 und CD271 selektiert, kultiviert und bzgl. ihres Proliferationsverhaltens und
ihres adipogenen, osteogenen und chondrogenen Differenzierungspotentials unter-

sucht.

Die gegenwartigen Versuchsergebnisse zeigen, dass die untersuchten Zahnkeimzellen
die Stammzellmarker Stro-1 (ca. 5%), CD271 (ca. 6,8%) und CD133 (ca. 8,5%) ex-
primieren. Der Anteil der Stro-17-Zellen an der Gesamtpopulation der Zahnkeimzellen
ist am geringsten, wahrend der Oberflachenmarker CD133 von den Zahnkeimzellen
am starksten exprimiert wird. Im Vergleich der positiv sortierten Zellpopulationen wird
deutlich, dass die Stro-1"-Zellen den CD133"-Zellen und den CD271%-Zellen hinsicht-
lich ihres Proliferationsverhaltens sowohl im adipogenen als auch im osteogenen Diffe-
renzierungsmedium unterlegen sind. Mit maximalen Zellzahlen von 430.131 Zellen im
osteogenen bzw. 149.199 Zellen im adipogenen Differenzierungsmedium erreichten
die Stro-1*-Zellen die geringste Zellzahl der drei sortierten positiven Zellpopulationen
bei Aussaat gleicher Ausgangszellzahlen von 50.000 Zellen/Well. Des Weiteren zeig-
ten die Stro-17-Zellen in beiden Differenzierungsmedien die geringsten Wachstumsge-
schwindigkeiten. Im Rahmen des osteogenen Differenzierungsassays konnte eine ma-
ximale Wachstumsgeschwindigkeit der Stro-17-Zellen von 80.361 Zellen/Tag beo-
bachtet werden, wahrend die Stro-1*-Zellen in dem adipogenen Differenzierungsme-
dium mit einer maximalen Zellzahl von 11.096 Zellen/Tag proliferierten. Neben den
geringen Wachstumsgeschwindigkeiten und den niedrigen Zellzahlen erreichten die
Stro-1*-Zellen den Zeitpunkt der maximalen Wachstumsgeschwindigkeit im adipoge-
nen Differenzierungsmedium erst an Tag 21 und somit deutlich spater als die CD133™-
Zellen (Tag 16) und die CD271%-Zellen (Tag 14). Im osteogenen Differenzierungsme-
dium waren keine deutlichen Unterschiede bzgl. des Erreichens der maximalen
Wachstumsgeschwindigkeiten zwischen den CD133*- (Tag 7,8), CD271"- (Tag 6,1)
und den Stro-1*-Zellen (Tag 7,5) evident. Hinsichtlich des Differenzierungspotentials
der Stro-1*-Zellen zeigen die Ergebnisse, dass die selektierten Zellen tber die Kapazi-
tat zur osteogenen, adipogenen und chondrogenen Differenzierung verfiigen. Die
Stro-1*-Zellen exprimierten die osteogenen (Osteocalcin, Osteopontin, Osteocrin,

Osteonectin, Col1A1, Cbfa1), chondrogenen (Chondroadherin, Aggrecan, Sox9) und
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adipogenen (PPARYy, FABP4) Differenzierungsmarker. Dartber hinaus war eine OCN-
Sekretion (10 ng/ml) anhand des durchgefiihrten OCN-ELISAs evident, ebenso wie
eine deutliche OCN-Expression (280%) an Tag 16 der Differenzierung bei der RTg-
PCR.

Die CD133*-Zellen wiesen im osteogenen und im adipogenen Differenzierungsmedium
maximale Zellzahlen von 761.359 Zellen bzw. 325.624 Zellen auf. Die maximale
Wachstumsgeschwindigkeit von 211.765 Zellen/Tag erreichten sie im Rahmen des
osteogenen Assays an Tag 7,8. Im adipogenen Differenzierungsmedium betrug die
maximale Wachstumsgeschwindigkeit 42.519 Zellen/Tag und wurde von den CD133™-
Zellen an Tag 16,6 erreicht. Die CD133"-Zellen proliferierten diesen Ergebnissen ent-
sprechend sowohl im adipogenen als auch im osteogenen Differenzierungsmedium
besser als die Stro-1'-Zellen. Hinsichtlich der Differenzierbarkeit der CD133"-Zellen
konnte die Kapazitat zur osteogenen, chondrogenen und adipogenen Differenzierung
beobachtet werden. Im Rahmen des OCN-ELISAs der CD133"-Zellen war eine OCN-
Sekretion von 7,5 ng/ml evident. Die RTq-PCR zeigte eine OCN-Expression von 140%
an Tag 16 der Differenzierung. Die CD133"-Zellen exprimierten alle o0.g. adipogenen,
chondrogenen und osteogenen Differenzierungsmarker (PCR). Diese Ergebnisse zei-
gen, dass die CD133"-Zellen Uber ein multipotentes Differenzierungspotential
verfiigen, den Stro-1*-Zellen in ihrer OCN-Sekretion (ELISA) und OCN-Expression
(RTg-PCR) jedoch unterlegen sind.

Im Vergleich zu den Stro-1"-und CD133"-Zellen wiesen die CD271*-Zellen im osteo-
genen Differenzierungsmedium ein Uberlegenes Proliferationsverhalten auf. Mit einer
maximalen Zellzahl von 1.347.641 und dem Erreichen der maximalen Wachstumsge-
schwindigkeit von 484.550 Zellen/Tag an Tag 6,1 proliferierten die CD271"-Zellen im
osteogenen Medium am starksten. Im Rahmen des adipogenen Assays erreichten die
CD271%-Zellen eine maximale Zellzahl von 244.636 Zellen und an Tag 14 eine Wachs-
tumsgeschwindigkeit von 36.627 Zellen/Tag. Diesen Ergebnissen zufolge proliferierten
die CD271%-Zellen im adipogenen Medium geringfligig schlechter als die CD133"-
Zellen, jedoch immer noch deutlich starker als die Stro-1*-Zellen. In Bezug auf ihr Diffe-
renzierungspotential zeigten sich die CD271%-Zellen den Stro-1"-Zellen und den
CD133"-Zellen unterlegen. Die CD271%-Zellen exprimierten die 0.g. osteogenen und
den adipogenen Differenzierungsmarker PPARy (PCR). Die Auswertungen des OCN-
ELISAs und der RTg-PCR zeigten jedoch nur eine sehr geringfligige OCN-Sekretion
(2,5 ng/ml, welche der OCN-Konzentration des osteogenen Mediums entspricht), bzw.
eine OCN-Expressison von 10% an Tag 16 der Differenzierung. Des Weiteren konnte

keine chondrogene Differenzierbarkeit der CD271°-Zellen beobachtet werden.
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Dartber hinaus zeigen die Proliferationsergebnisse der selektierten Zellpopulationen,
dass die Zahnkeimzellen im osteogenen Differenzierungsmedium besser proliferierten
als im adipogenen Differenzierungsmedium. Die selektierten Zellpopulationen erreich-
ten im osteogenen Differenzierungsmedium durchschnittlich eine héhere Zellzahl (MW
= 846.377 Zellen) und eine hohere Wachstumsgeschwindigkeit (MW = 258.892 Zel-
len/Tag), welche sie friher (MW = Tag 7,1) als im adipogenen Differenzierungsmedium
erreichten. Im adipogenen Medium wiesen die Zellen im Durchschnitt eine maximale
Zellzahl von 239.812 Zellen und eine maximale Wachstumsgeschwindigkeit von

30.080 Zellen/Tag auf, welche durchschnittlich an Tag 17,4 erreicht wurde.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die CD271"-Zellen und CD133"-Zellen den
Stro-1*-Zellen, hinsichtlich des Proliferationspotentials, eine Uberlegenheit auf-
weisen. Diese Beobachtung ist jedoch nicht auf die Differenzierungskapazitat der se-
lektierten Zellpopulationen zutreffend. Die Versuchsergebnisse zeigen, dass sowohl
die Stro-1*-Zellen als auch die CD133"-Zellen chondrogen, adipogen und osteogen
differenzieren kénnen und diese Stammzellmarker dementsprechend gut fir die Selek-
tion von Zahnkeimstammzellen geeignet sind. Die CD271*-Zellen zeigen hingegen
Defizite bzgl. ihres chondrogenen und osteogenen Differenzierungspotentials. Insge-
samt ist festzustellen, dass die Population der Zahnkeimzellen adulte multipotente
Stammzellen beinhaltet, was durch die erfolgreiche Selektion von Stammzellen mithilfe
der genannten Stammzellmarker (Stro-1, CD133, CD271) sowie der anschliellienden
osteogenen, chondrogenen und adipogenen Differenzierung bewiesen werden konnte.
Die Beobachtung, dass sowohl die positiv als auch die negativ sortierten Zellen dazu in
der Lage sind in verschiedene Zelllinien zu differenzieren, lasst vermuten, dass die
eluierten Populationen an Zahnkeimzellen weitere Stammzelltypen beinhalten. Neben
den positiv sortierten Zellen (Stro-1*, CD133", CD271") wiesen auch die Stro-1-,
CD133- und CD271"-Zellen die Fahigkeit zur osteogenen, chondrogenen und adipo-
genen Differenzierbarkeit auf. Dieses lasst darauf schliel3en, dass in den verbliebenen

Mischkulturen die Stro-17-Zellen die CD133"-Zellen ersetzen kdnnen und umgekehrt.

Die molekularbiologischen Auswertungen in Verbindung mit den histologischen und
zellbiologischen Ergebnissen dieses Versuches demonstrieren, dass innerhalb eines
Zahnkeims unterschiedliche Stammzellpopulationen existieren, welche es kiinftig wei-
ter zu untersuchen gilt. Die extrahierten Zahnkeime erwiesen sich als geeignetes Ge-
webematerial zur Gewinnung humaner adulter Stammzellen unter In-vitro-
Bedingungen. In weiterflihrenden Versuchen konnte die Charakterisierung weiterer

Stammzellmarker von Interesse sein.
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Tab. 9: Zellkulturreagenzien und Zellkulturzubehér

Zellkulturreagenzien Hersteller Ordernummer

DMEM (Dulbecco’s Modified Bagle | o nvitrogen, Karlsruhe 21885-025

Medium)

Fetales Kalberserum (FKS) Biochrom AG, Berlin S0115

Penicillin Streptomycin Lésung Biochrom AG, Berlin A2212

MACS-Puffer Eigene Herstellung (siehe Anhang)

PBS (without Ca/Mg) PAN Biotech GmbH, Aidenbach P0436500

Trypsin (0,025 %) PAN Biotech GmbH, Aidenbach P10-019500

NH Expansion Medium Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 130-091-680
Gladbach

NH AdipoDiff Medium Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 130-091-680
Gladbach

NH OsteoDiff Medium Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 130-091-678
Gladbach

[]ansc chondrogenesis induction medi- Provitro, Berlin 2130902

Petrischalen, 58 cm? Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Nimbrecht 831801

Zellkulturflasche, 75 cm? Greiner, Bio-One GmbH, Solingen 658175

Eppendorf-Réhrchen 1-2 ml
CryoTubes, 1,8 ml
6-Well-Platten
24-Well-Platten, HTS

12-Well-Platten Cellstar

Transwell-Einsatz, Gase: 4 um, d:6,5
mm

MS Columns

MiniMACS Separation Unit

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Nunc, Roskilde, Denmark

Greiner, Bio-One GmbH, Solingen
Corning B.V. Life Science, Netherlands
Greiner, Bio-One GmbH, Solingen

Corning B.V. Life Science, Netherlands

Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach

Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach
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Tab. 10: Nachweismaterialien und Gebrauchslésungen

Produkt Hersteller Ordernummer
N-MID® Osteocalcin ELISA Kit nprc_ilc bioscience, Immunodiagnostic Systems 30SC4000
Limited, Boldon, UK
Stro-1 Goat-Anti-Mouse 1gG Mi- Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
130-048-401
croBeads Gladbach
CD133 MicroBead Kit human Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 130-050-801
Gladbach
CD271 MicroBead Kit (PE) human Miltenyi Biotec, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch 130-092-819

2-Propanol (Isopropanol)
Ol-rot-0

Paraformaldehyd

Rneasy Mini-Kit (250)
Rnase Free Dnase-Set
iScript cDNA Synthesis Kit
iQ SYBR Green Supermix

Go Taq Green Master Mix

Gladbach
Merck, Merck KGaA, Darmstadt
Sigma, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkir-

chen 0-0625-25¢g
Merck, Merck KGaA, Darmstadt 818715
Qiagen, Qiagen GmbH, Hilden 74106
Qiagen, Qiagen GmbH, Hilden 79254
Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen | 170-8891
Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen | 170-8882
Promega, Promega GmbH, Mannheim 23266204

Tab. 11: Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerat

Hersteller

Sterilbank
Zellkulturinkubator

Zellzahlgerat (CASY)

Mikroskop, Axiovert 200m/HAL
100, Axiocam MRm

Software

Thermoshaker
Photometer
Tiefkuhlschrank unten
Tiefkuihlschrank oben
Kihlschrank

Vortexer, MS 2 Minishaker
Zentrifuge, klein
Zentrifuge

ELISA Reader

Wasserbad

Biohazard Cleanair En 12469, Woerden, Niederlande

Sanyo Electric Biomedical CO. Ltd, Japan. Ewald Innovations-
technik GmbH. Vertrieb Sanyo, Bad Nenndorf

Schéarfe System/Innovatis AG, Reutlingen

Carl Zeiss Vision GmbH, Halbergmoos

Axiovision Zeiss, Carl Zeiss Vision GmbH, Halbergmoos
Thermostar, BMG Labtechnologies GmbH, Offenburg

Tecan GENios Plus, Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim

Sanyo Electric Biomedical CO. Ltd, Japan. Ewald Innovations-
technik GmbH. Vertrieb Sanyo, Bad Nenndorf

Liebherr Hausgerate Ochsenhausen GmbH, Ochsenhausen
Liebherr Hausgerate Ochsenhausen GmbH, Ochsenhausen

IKA GmbH & Co. KG, Staufen

Sigma 2K15C, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am
Harz

HERMLE Z400K, HERMLE Labortechnik GmbH, Wehingen
Genios plus, Tecan Trading AG, Switzerland

Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach
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DNA Engine PTC-200 Bio-Rad, Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Mastercycler Gradient Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Zentrifuge 5417C Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Pipetten, 10-500 pl Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Pipetten, 10-20 ml Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Pipettenspitzen Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Pipettenboy Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Zentrifugenréhrchen 15 ml Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Nimbrecht
Prazisionsmultikanalpipette 100 Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
ul, 150 pl

Sarstedt, Sarstedt AG & CO, Nimbrecht
Verbrauchsmaterialien

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Herstellungsprotokoll fur 1 | MACS-Puffer:

- Supplementierung von EDTA (2 mmol) und BSA (0,5 %) in PBS

- Sterilfiltration der Lésung.

Markierungsprotokoll fir Stro-1 (max. 107 Zellen):

200 pl PBS

4 ul Stro-1 Antikorper

30 min Inkubation im Kuhlschrank
1 mi MACS-Puffer

10 min Zentrifugieren (300 x g)

Uberstand verwerfen

80 ul MACS-Puffer

20 ul Goat Anti-Mouse IgG MicroBeads
15 min Inkubation im Kuhlschrank

1 mi MACS-Puffer

10 min Zentrifugieren (300 x g)

Uberstand verwerfen

MAC-Sortierung der markierten Zellen
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Markierungsprotokoll fiir CD133 (max. 108 Zellen):

300 pl
100 pl
100 pl
30 min
5ml

10 min

MACS-Puffer

FcR Blocking Reagent
CD133 MicroBeads
Inkubation im Kuhlschrank
MACS-Puffer
Zentrifugieren (300 x g)
Uberstand verwerfen

MAC-Sortierung der markierten Zellen

Markierungsprotokoll fiir CD271 (max. 107 Zellen):

80 pl
20 pl
10 pl
10 min
1 mi

10 min

70 ul
10 pl
20 pl
15 min
1 mi

10 min

MACS-Puffer

FcR Blocking Reagent
CD271 (LNGFR) Antikorper
Inkubation im Kuhlschrank
MACS-Puffer
Zentrifugieren (300 x g)
Uberstand verwerfen
MACS-Puffer

FcR Blocking Reagent
Anti-PE MicroBeads
Inkubation im Kuhlschrank
MACS-Puffer
Zentrifugieren (300 x g)
Uberstand verwerfen

MAC-Sortierung der markierten Zellen
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