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2 Einleitung

»Nanotechnologie hat in fast allen Bereichen des alltdglichen Lebens und in viele
Forschungsbereiche Einzug gefunden und stellt eine Schlisseltechnologie des 21.
Jahrhunderts dar, die unsere Eintrittskarte in die Zukunft ist“, so die Bundesministerin
fir Bildung und Forschung Dr. Annette Schavan in ihrem Vorwort zur Nano-Initiative
Aktionsplan 2010 der deutschen Bundesregierung (BMBF 2006). Das Spektrum der
Nanotechnologie reicht von Kosmetik Giber Haus- und Bautechnik bis hin zu raffinierter
Oberflachenbeschichtungen bei Kleidung und schlieBlich zur Nanoelektronik. Zum
Beispiel werden Metalloxid-Nanopartikel wie z.B. TiO, hadufig in Kosmetikprodukten und

Nahrungsmittelfertigprodukten eingesetzt [,

Wird Nanotechnologie mit medizinischen Anwendungen kombiniert, wird dies als
Nanomedizin bezeichnet. Dieser Begriff tauchte in der wissenschaftlichen Literatur
gegen Ende des letzten Jahrhunderts auf 2l seitdem hat die Entdeckung und
Entwicklung von neuen Medikamentenformen, neuem Implantationsmaterial und
molekularen Maschinen auf ,Nano“-Ebene eine kleine Revolution im Bereich der
kontrollierten Medikamentenfreisetzung, der Diagnosemethoden, des Gewebeersatz
und der Chirurgie gefilihrt. Fir einen unbedenklichen Einsatz von Nanomaterialen in der
Medizin ist es jedoch zwingend erforderlich, die damit einhergehenden Risiken genau zu
untersuchen. Hierbei gilt es zu kldren, wie das Material mit Mensch und Tier
wechselwirkt: Ist es giftig (akute oder chronische Toxizitdt), kann es Krebs erzeugen
(Kanzerogenitat), das Erbgut beeinflussen (Mutagenitdt) oder negative Auswirkungen
auf ungeborenes Leben haben (Teratogenidt)? Sind solche grundlegenden Fragen
geklart, entscheiden Zulassungsbehdrden wie die Food and Drug Administration (FDA) in
den USA oder die European Medicines Agency (EMA) in Europa Uber die Zulassung eines
neuen Materials fur die medizinische Anwendung. Im Bereich der fir medizinische
Zwecke eingesetzten Nanomaterialien gibt es zahlreiche klinische Versuchsreihen, und
eine Vielzahl der Materialien wurden bereits von der FDA fiir den Einsatz im Menschen

(3-5]

freigegeben Eine weitere Reihe von unterschiedlichen Materialien werden

momentan in Zellkultur und Kleintiermodellen auf ihre medizinische Verwendung hin
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Einleitung

untersucht ©®. Eines der Hauptanwendungsgebiete dieser neuartigen Nanomaterialien
ist die zielgerichtete Ansteuerung von Tumoren, um so entweder Chemotherapeutika

oder Kontrastmittel fiir die diagnostische Bildgebung direkt vor Ort zu applizieren.

Nicht nur die Anwendung von Nanotechnologie in der Medizin ist in den letzten Jahren
stark in den Fokus der Forschung geriickt, sondern auch die therapeutische Anwendung
von adulten Stammzellen. Wahrend die hamatopoetischen Stammzellen (hHSCs) schon
seit mehreren Jahrzehnten in Form von Knochenmarkstransplantationen bei

bestimmten Blutkrebsformen eingesetzt werden ©

, ist die Verwendung von
mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) erst in den letzten 15 Jahren zum Gegenstand der
medizinischen Forschung geworden. Diese beiden Stammzellarten bergen ein grolRes
Potential zur Behandlung zahlreicher schwerwiegender Krankheiten. Die Kombination
dieser therapeutisch interessanten Stammzellen mit nanoskaligen Biomaterialien kénnte
zur noch besseren und neuen Behandlungsmethoden im Bereich von Krebs-,
Autoimmun- oder Herz-Kreislauf-Erkrankungen fiihren. Diese Kombination bendtigt
jedoch umfangreiche Kenntnis Uber zellbiologische und materialtechnische Grundlagen,
denn sie wirft neue Fragen Uber Zelldifferenzierung, Zellmigration, Stoffwechselleistung
und Materialstabilitat, also Gber die gegenseitige Beeinflussung der Komponenten, auf.
Es muss gewahrleistet sein, dass sich die Stammzelle, wenn sie in Kontakt mit dem
Nanomaterial gekommen ist, sich immer noch wie eine solche verhdlt, gleiches gilt fur
das Nanomaterial. Nur unter diesen Umstdnden ist eine sichere Anwendung von

Stammzellen und Nanomaterialien in der Medizin moglich.
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3 Motivation/Fragestellung

Ziel dieser Arbeit ist es, den Einfluss unterschiedlicher Parameter von Nanopartikeln auf
die Differenzierung von zwei Stammzellpopulationen zu untersuchen. Als Stammzellen
wurden hMSCs und hHSCs gewahlt, da diese beiden Stammzellpopulationen medizinisch

interessant sind.

Flr eine systematische Analyse des Partikeleinflusses ist es wichtig, moglichst immer nur
eine Eigenschaft der Partikel zu andern, da es sonst schwierig bis unmaoglich wird,
eventuell beobachtete Effekte auf eine Eigenschaft zuriickzufiihren. Der Fokus in dieser
Arbeit liegt auf unterschiedlichen Oberflachenfunktionalisierungen sowie dem Vergleich
von bioinerten und bioabbaubaren Polymeren. Zudem soll der Einfluss unterschiedlicher
Tenside untersucht werden. Zu diesem Zweck werden Partikelpaare mit einem
funktionalisierten und einem unfunktionalisierten Partikel gewahlt, die ungefdhr gleich
groB sind und sich in weiteren Eigenschaften nicht unterscheiden. Als bioinertes
Material wurde Polystyrol gewdhlt, welches in der Arbeitsgruppe schon lange eingesetzt
wird. Als bioabbaubares Polymer wurde PLLA gewahlt, welches ebenfalls in der

Abteilung bereits in der Zellkultur getestet wurde.

In Hinblick auf eine potentielle spatere klinische Anwendung solcher Nanopartikel
mussen zwei Dinge gewdhrleistet sein, bevor eine detaillierte molekularbiologische
Untersuchung ihres Einflusses auf die Differenzierung erfolgen kann. Erstens sollten die
Partikel in einer addquaten Menge aufgenommen werden und zweitens nach einer

Aufnahme nicht toxisch sein.
Hierzu missen folgende Fragen geklart werden:

1. Beeinflussen die gewahlten Nanopartikel bzw. Komponenten dieser Nanopartikel
die Zelldifferenzierung in histologischen Untersuchungen?
2. Beeinflussen diese die Expression von Markerantigenen?

3. Beeinflussen diese die Transkription von Markergenen fur die Differenzierung?
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4. Kann man dem Verstandnis der Beeinflussung von Nanopartikeln auf diese

Parameter ndher kommmen?

AuBerdem sollte die gezielte Beeinflussung durch eine mogliche Beladung der
Nanopartikel oder Nanokapseln mit Differenzierungsfaktoren untersucht werden. Hier
sollten BMP-2-Peptide untersucht werden, die als Fracht in solchen Nanocarriern die

schwieriger einkapselbaren vollstandigen Proteine ersetzen sollten.

Fir eine wirkungsvolle Anwendung von Zelltherapien auch in Kombination mit
Nanopartikeln ist es notwendig, die Biodistribution der applizierten Zellen im Koérper
nachzuverfolgen. Dies kann mit Hilfe markierter Zellen erfolgen, die im Korper mittels
Magnetresonanztomographie (MRT) detektiert werden kdnnen. Im Rahmen dieser
Arbeit sollten geeignete Quantifizierungsmethoden fir den Nachweis eisenmarkierter

Zellen etabliert werden.

Die Zellaufnahme und Toxizitat aller in der Arbeit verwendeten Partikel wird mit Hilfe
von durchflusszytometrischen Analysen untersucht. Anschliefend, wenn die Partikel
eine ausreichende Zellaufnahme sowie keine Toxizitat vorweisen, werden sie in in vitro
Differenzierungen der Stammzellen eingesetzt. Die Differenzierung der Stammzellen
wird mit Hilfe von histologischen Farbungen (hMSCs) bzw. CD-Marker-Féarbungen
(hHSCs) sowie qPCR-Analysen unterschiedlicher Differenzierungsmarker nachgewiesen.
Diese beiden Methoden erlauben zum einen eine qualitative (Farbungen) als auch eine
quantitative (gqPCR) Beurteilung der Differenzierung und somit auch des

Partikeleinflusses.

Am Ende der Arbeit soll so ein systematischer Uberblick tber den Einfluss
unterschiedlicher Materialien sowie unterschiedlicher Oberflachenfunktionalisierungen

auf beide verwendeten Stammzellpopulationen erzielt werden.
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4 Theorie

4.1 Definition Stammzellen

Stammzellen besitzen eine Sonderstellung unter den Zellen. Sie sind in der Lage sich
selbst immer wieder zu teilen und hierbei Tochterzellen zu erzeugen, die ebenfalls liber
einen Stammzellcharakter verfiigen. Hierbei teilen sie sich im Képer Gber die Dauer einer
Lebensspanne immer wieder (11 Neben dieser Eigenschaft sind Stammzellen auch in der
Lage, sich in unterschiedliche Ziellinien zu differenzieren. Diese Vorlduferzellen einer
differenzierten Zelle entstehen aus asymmetrischen Teilungen der Stammzellen. Hierbei

entsteht sowohl einen neue Stammazelle als auch eine Vorlauferzelle.

Stammzellen werden anhand ihres Differenzierungspotentials in Gruppen unterteilt

(Abbildung 1):

- Totipotent:
Diese Zellen sind in der Lage, einen kompletten Embryo auszubilden. Diese
Eigenschaft hat nur eine Zygote, sowie die Zellen der zwei darauf folgenden
Teilungen.

- Pluripotent:
Diese Zellen sind in der Lage, Zellen aus allen drei Keimblattern hervorzubringen.
Nur embryonale Stammzellen besitzen diese Eigenschaft.

- Multipotent:
Diese Zellen sind in der Lage, Zellen aus unterschiedlichen Geweben zu bilden.
Mesenchymale und hamatopoetische Zellen besitzen diese Eigenschaft.

- Unipotent:
Diese Zellen konnen sich nur noch in Zellen ihres eigenen Typs teilen, besitzen

jedoch immer noch die Fahigkeit der Selbsterneuerung.
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Spermlum .

Eizelle

R
Totipotent @ 7 Ci)?

Zygote

Pluripotent < ;2 ¢ @ Blastozyst

Embryonale
Stammzellen

Multipotent - \

Neuronale Stammzellen
(Gehirn)

Differenzierungspotential

Gastrointestinale Stammzellen

(Darm) / \

Mesenchymale Stammzellen

Hamatopoetische Stammzellen
(Knochenmark)

(Knochenmark)

)

Abbildung 1: Differenzierungspotential unterschiedlicher Stammzellen. Modifiziert nach nz

Stammazellen sind in einer Vielzahl unterschiedlicher Gewebe im menschlichen Kérper zu
finden und stellen dort den Erhalt des jeweiligen Gewebes sicher. Himatopoetische und
mesenchymale Stammzellen, die beide im Knochenmark zu finden sind, stellen hierbei

die fiir die medizinische Forschung interessantesten Stammzellpopulationen dar.

4.2 Humane mesenchymale Stammzellen (human mesenchymal

stem cells, hMSCs)

4.2.1 Charakterisierung

Der erste Nachweis von fibroblastenartigen Zellen, die aus dem Knochenmark isoliert
und in Knochengewebe differenziert werden konnten, stammte von Friedenstein
(Moskau) in den 1960 Jahren. Dieser fluhrte seine ersten in vitro Kultivierungen mit
Zellen aus dem Knochenmark von Meerschweinchen durch "**). Hierbei konnte er

zeigen, dass diese ex vivo kultivierten Zellen, wenn sie unter die Haut gepflanzt wurden,

Seite | 12



Theorie

sich zu Knochen— und Knorpelzellen entwickelten. In weiteren Arbeiten konnten
Friedenstein und seine Kollegen die Existenz von plastikadhdrenten Zellen im
Knochenmark nachweisen, die in der Lage waren, ,single cell derived” Kolonien zu
bilden. Diese adhadrenten Zellen wuchsen in vitro zu rundlichen Kolonien heran, die
fibroblastendhnliche Zellen enthielten, dies fiihrte zu dem Begriff ,,colony-forming unit
fibroblasts“ (CFU—f). Einige dieser Zellen waren in der Lage sich in Knochen— und

Knorpelgewebe zu differenzieren [13, 18]

Auf Grund ihrer Selbsterneuerungs— und
Differenzierungsfahigkeit wurden diese Zellen von Caplan 1991 zum ersten Mal als
Stammazellen angesehen und als mesenchymale Stammzellen bezeichnet [17] (Abbildung
2). Diese herausragenden Eigenschaften machten diese Zellen zum Gegenstand
intensiver Forschung, welche 1999 in einer Science Verdoffentlichung von M.F. Pittenger
[18] resultierte, in der zum ersten Mal die Fahigkeit der hMSCs beschrieben wurde, sich
unter geeigneten Bedingungen in adipogene, chondrogene und osteogene Zellen zu

differenzieren.

Cohnheim postuliert, dass es Stromalzellen
1860 er aus den Knochenmark gibt

1920 Maximow beobachtet den Zusammenhang zwischen
er Hamatopoese und dem Mesoderm wahrend der Entwicklung

Friedenstein et al. weisen ektopische Bildung von
1960 er Knochenmark durch eine Transplantation von stromalen
Kochenmarkszellen nach

Friedenstein et al. isolieren adharente Zellen
aus Knochenmarkskulturen

1970 er

1980 er Owen, Caplan undWweitere verfeinern die Isolatons-
methoden und identifizieren MSC Marker

Erster Versuch einer MSC-Transplantation an Patienten
1990 er mittels Knochenmarkstransplantation; erste Anzeichen, dass
MSCs Immunreaktionen vermeiden kdnnen

Klinische Versuche, Immunkrankheiten mit Hilfe
2000 er von MSC-Transplantationen zu behandeln

Abbildung 2: Entwicklung der MSC Forschung. Ubernommen von (9],
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In der Gemeinschaft der Forscher wurde immer wieder kontrovers diskutiert, ob es sich
bei den oben beschrieben Zellen tatsachlich um Stammzellen oder nur um
Vorlauferzellen handelt. Neben der heute gebrauchlichen Bezeichnung mesenchymale
Stammzellen wurden und werden auch die Bezeichnungen mesenchymale Stromalzellen
[20]

, colony forming unit fibroblast (CFU-F) oder mulitpotent adult progenitor cells

(MAPCs) verwendet (2]

hMSCs konnten nicht nur aus dem Knochenmark, sondern aus fast allen Bindegeweben
isoliert werden %, Die Hauptquelle fiir weitere Forschungsarbeiten bleibt jedoch das
Knochenmark. Die Identifizierung und Charakterisierung von hMSCs in vitro wird vor
allem durch ihre Fahigkeit der Plastikadhdarenz und ihres Differenzierungspotentials in
Fett, Knochen und Knorpel begriindet. Eine einheitliche Charakterisierung mittels CD
(cluster of differentiation)-Oberflaichenmarkern ist nur begrenzt moglich, da in vitro
kultivierte hMSCs keine Marker exprimieren, die nur auf diesen Zellen vorkommen. Es
gibt jedoch den allgemeinen Konsens, dass hMSCs keine der (iblichen hamatopoetischen
Marker (CD34, CD45 und CD14) tragen. Abhédngig vom Spender, der Gewebequelle und
den Kulturbedingungen exprimieren hMSC in unterschiedlichen Mengen folgende

Marker: CD71 (Transferrin Rezeptor), CD73 (Ecto-5-nucleotidase) und CD105 (Endoglin)

[18, 23]

4.2.2 Multilineage Differenzierung

Das Differenzierungspotential von hMSCs beschrankt sich nicht nur auf die schon
erwahnten Adipozyten, Chondrozyten und Osteozyten, ebenso kdnnen sie auch in
andere mesenchymale Zellen wie Myoblasten, Kardiomyozyten und Hepatozyten
(zusammengefasst in [24]) differenzieren. Im Hinblick auf eine potentielle Anwendung in
der regenerativen Medizin sind jedoch die genannten Differenzierungsrichtungen
adipogen, chondrogen und osteogen am interessantesten und auch am besten
untersucht. Die Differenzierung von hMSCs zu spezifischen Zellen wie Osteoblasten ist
ein zeitlich eng kontrollierter Prozess, der das Zusammenspiel unterschiedlicher
Transkriptionsfaktoren, Zytokine und Wachstumsfaktoren beinhaltet. Der Vergleich von

Genexpressionsprofilen unterschiedlicher differenzierter Zellen mit nicht-differenzierten
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hMSCs tragt dazu bei, die molekularen Mechanismen der Differenzierung besser zu

verstehen %7,

Diese Daten ermoglichen auch die Identifikation spezifischer
Differenzierungsmarker, die in qPCR- oder Westernblotanalysen zum Nachweis einer

erfolgreichen Differenzierung herangezogen werden kdnnen.

Self renewal - Mesenchymal Stem Cell
-
MSC Proliferation
Stem Cell
-
Osteogenesis Chondrogenesis Myogenesis Marrow Stroma Tendogenesis / Adipoéenesis Other
Progentior Ligamentogenesis

LD LD L OO C ?

Transitory Transitory Myoblast Transitory Transitory
osteoblast chondrocyte stromal cell fibroblasts

E] 0 = 5 |

< y o
J\"‘/\?ﬁ‘)’ Neurons
Mature Cell . g =
« J,J' \ - e
Osteoblast Charrdblast ); N Epithelial Cells
N % i
'j\f Q) N Adipocytes P
Terminal { \ ) { ; < .l)' >
Differentiation \/\ ~ Cardiomyocytes
Bone Cartilage Muscle Stromal cells Tendon @
Osteocytes Chondrocytes Myoblasts Tenocytes <€ sf. 'Y
Hepatocytes

Abbildung 3: Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen, modifiziert nach (241 Copyright BTRO.

4.2.2.1 Adipogene Differenzierung

Wahrend der adipogenen Differenzierung wandeln sich die spindelformigen hMSCs in
rundliche Adipozyten, die Triglyzeride in Form von Fettvakuolen speichern. Dieser
Prozess geschieht schrittweise, wobei sich die hMSCs zuerst in Praadipozyten
verwandeln. Diese teilen sich solange, bis sie eine konfluente Zelllage bilden, um
abschlieRend reife Adipozyten zu bilden (Abbildung 4) 281 Um diese Differenzierung in
vitro zu erzielen, werden hMSCs mit einem Cocktail aus Dexamethason, Indomethacin,
3-Isobutyl-1-Methylxanthin  (IBMX) und Insulin inkubiert. Das Glukokortikoid
Dexamethason bewirkt hierbei die Anhdaufung von Transkriptionsfaktoren wie CCAAT-
enhancer-binding proteins (C/EBPs) und Peroxisome proliferator-activated receptor
gamma 2 (PPAR-y2), diese sind essentiell fir die Umwandlung von Vorlauferzellen zu

Adipozyten (291 Auch IBMX bewirkt eine héhere Expression von PPR-y2 und
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Lipoproteinlipase (LPL), wahrend es gleichzeitig die Expression bestimmter osteogener

t [30-33]

Markergene wie RUNX-2 herunterregulier . Insulin bewirkt die intrazellulare

Anhaufung von Triglyceriden, tGber den Akt-TSC2-TORC1 Signalweg.

Eine erfolgreiche Differenzierung kann mit einer Qil-Red-O Farbung nachgewiesen

werden. Dieser lipophile Farbstoff farbt die Lipidvakuolen der Adipozyten rot an.

© Multipotente
Stammzelle
\L — Determination

© Adipoblast

-Ad
o] =0 > Ao
l

)
%C()%% Klopale — Differenzierung
{

Expansion

Terminale Reifer
Reifung Adipozyt

Abbildung 4: Adipogene Differenzierung. Modifiziert nach 139

Die Differenzierung von hMSCs zu Adipozyten stellt einen komplexen Prozess dar, der
durch enge zeitliche Regulation einer Vielzahl von stimulierenden und inhibierenden
Signalwegen bestimmt wird. Das Zusammenspiel dieser Signalwege fihrt letztendlich zur
Expression hunderter adipogene spezifischer Gene, was sich u. a. in der steigenden
Fahigkeit der differenzierenden Zellen, Lipide zu generieren und zu speichern, darstellt
BS371 st die Differenzierungsmaschinerie einmal in Gang gebracht, fuhrt das
kooperative Zusammenspiel diverser Transkriptionsfaktoren zur Entwicklung reifer
Fettzellen. Die beiden wichtigsten Transkriptionsfaktorenfamilien stellen hierbei PPARs
(peroxisome proliferatior-activated receptors) und C/EBPs (CCAAT/enhancer-binding
proteins) dar (3841 " Als erste Antwort auf die Zugabe eines Differenzierungscocktails
(siehe im Text oben) wird die Expression von C/EBP-B und -6 aktiviert, diese
Tranksriptionsfaktoren aktivieren wiederum die Expression von PPAR-y2 und C/EBP-a [42,
1 Im weiteren Verlauf der Signalkaskade wird die Expression vieler zur Lipogenese,

Lipolyse, Lipidtransport, Insulin Sensitivitat und Hormon-Signaling gehdrenden Proteine
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aktiviert 4. Als Markergene fir eine erfolgreiche adipogene Differenzierung dienen u. a.
fatty acid binding protein 4 (FABP4), Metallopeptidase Inhibitor 4 (TIMP4) und cell
death-inducing DFFA-like effector ¢ (CIDE 3). FABP4 bindet langkettige Fettsduren und
Retinsdure und transportiert sie zu ihren Rezeptoren am Zellkern 145 Die Expression von
CIDE 3 wird durch den Transkriptionsfaktor PPAR-y2 aktiviert, das daraus resultierende
Protein akkumuliert in den entstehenden Fetttropfchen und foérdert dort die

[46

Ansammlung unterschiedlicher Lipide ! TImMP4 spielt eine Rolle in der Umgestaltung

der extrazelllaren Matrix der Adipozyten 471,

4.2.2.2 Osteogene Differenzierung
Die osteogene Differenzierung steht im Fokus der hMSC Forschung, da innovative
zellbasierte Behandlungen mit hMSCs auf dem Gebiet der Knochenregeneration

vielversprechend sind.

Waéhrend der osteogenen Differenzierung entwickeln sich hMSCs in kubische Zellen, die
eine hauptsachlich aus Kollagen | bestehende extrazelluldre Matrix sezernieren. Im
spateren Verlauf der Differenzierung formen diese Zellen Kalzifizierungs-Aggregate,
welche mit Alzarin Rot oder van Kossa-Farbung nachgewiesen werden konnen. Innerhalb

dieser Entwicklung steigt auch die Expression der Alkalischen Phosphatase.

Die Regulation dieser Differenzierung erfolgt auf molekularem Level als Zusammenspiel
von unterschiedlichen Hormonen und Transkriptionsfaktoren. Mit Hilfe von
Genexpressionsprofilen konnte der zeitliche Ablauf der osteogenen Differenzierung auch
auf genetischer Ebene untersucht werden 8] Hierbei zeigte sich, dass in der frihen
Phase der Differenzierung hauptsachlich Gene hochreguliert werden, die mit der
Zellproliferation in Verbindung stehen. In spateren Phasen der Differenzierung erfolgt
dann die Hochregulation der Gene, die fir die biologischen Verdnderungen wahrend der
Differenzierung verantwortlich sind, wie z.B. Wachstumsfaktoren abhangige Signalwege,

Adhéasionsmolekiile und knochentypische Proteine.

Im Folgenden werden zwei der fir die osteogene Differenzierung wichtigen Signalwege

kurz dargestellt.
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TGF-B-Signalweg:

Die TGF-B-Superfamilie umfasst mindestens 34 Wachstums— und
Differenzierungsfaktoren, zu diesen gehéren unter anderem BMPs (bone morphogenic
proteins). BMPs haben einen starken Einfluss auf die osteogene Differenzierung. BMP-2
zum Beispiel zeigt in einer Vielzahl von vorklinischen und klinischen Studien eine positive

Wirkung bei der Behandlung von Knochendefekten 149, 501

Das TGF-B-Signaling wird Uber zwei unterschiedliche Serin/Threonin-Kinase Rezeptoren
vermittelt, deren Ligand-Rezeptor-Komplex SMAD-Proteine rekrutiert, die die

Transkription modulieren 51,

Wnt-Signalweg:

Die Wnt/wingless (Wnt) Familie besteht aus einer groBen Anzahl an sezernierten
Molekilen, die Liganden fir die membranstandigen frizzled” (FZD)-Rezeptoren
darstellen. Der kanonische Wnt-Signalweg spielt eine essentielle Rolle in der osteogenen
Differenzierung und fihrt zur Expression osteoblastenspezifischer Markergene 52, 53],
Hierbei wird durch die-Wnt Signalkaskade B-Catenin vom Zytosol in den Kern
transportiert, wo es mit Transkriptionsfaktoren der ,T cell factor/lymphoid enhancer
factor”-Familie interagiert 54 Der Komplex von B-Catenin und T-Zell-Faktor-1 verstarkt

die Expression und Aktivitat des osteogenen Transkriptionsfaktors RUNX2 (551,

Die oben beschriebenen Signalkaskaden flihren alle zu einer Aktivierung
unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren, die fiir die positive und negative Kontrolle der
Genexpression im Zuge der osteogenen Differenzierung verantwortlich sind 56,571 Einer
der wichtigsten Transkriptionsfaktoren ist runt-related transcription factor 2 (RUNX2),
dieser bindet an die Promotoren unterschiedlicher osteogener Markergene wie z.B.

[58-63

Osteocalcin oder Bone silaprotein I und sorgt so fur deren Expression. Andere

osteogene Marker wie Osteopontin oder Osteocalcin werden erst in spateren Phasen

der Differenzierung exprimiert **°7,

Eine in vitro Differenzierung in die osteogene Richtung wird durch mehrwdchiges
Kultivieren konfluenter hMSCs mit folgenden Zusatzen erreicht: Dexamethason, B-

Glyzerophosphat und Ascorbinsdure-2-Phosphat.
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Das synthetische Glukokortikoid Dexamethason wird als essentiell fiir die osteogene

68, 691 ,nd fordert vor allem die Proliferation in den frithen

Differenzierung angesehen
Differenzierungsstadien 701 Des Weiteren verstirkt Dexamethason die Expression des B-
Catenin-ahnlichen Molekdls transcriptional coactivatior with PDZ-binding motif (TAZ)
und Integrin a5. Beide Molekiile regen die osteogene Differenzierung durch die
Aktivierung der RUNX2-abhangigen Genexpression an. Das Ascorbinsaure-2-Phosphat ist
unter anderem fiir den Aktivitatsanstieg der alkalischen Phosphatase verantwortlich und
unterstitzt die Osteocalcin Produktion, ein Hydroxylapatit bindendes Protein in der
Knochenmatrix 7Y, B-Glyzerophosphat, welches wahrend des Differenzierungsprozesses
durch die Alkalische Phosphatase hydrolysiert wird, dient als eine Quelle fiir Phosphat

72 \welches fir die Matrixmineralisierung essentiell ist.

4.2.2.3 Chondrogene Differenzierung

Wahrend der chondrogenen Differenzierung wandeln sich die hMSCs von ihrer
charakteristischen fibroblastahnlichen Morphologie in groRe runde Zellen, die mit einer
extrazellularen Matrix umgeben sind. Diese Matrix besteht aus einem hochorganisierten
Netzwerk aus Kollagen (hauptsdchlich  Kollagen-2), Proteoglykanen und

[73-75]

Glykosaminglykanen und kann durch spezielle Farbungen wie Methylenblau

nachgewiesen werden.

Einer der wichtigsten und friihen Transkriptionsfaktoren der Chondrogenese ist SRY-
related high-mobility group box 9 (SOX9), der die Expression von Kollagen-2,-9,-10 und

Aggrecan steuert [76-80]

Eine in vitro Differenzierung erfolgt durch die Zugabe eines Cocktails aus Dexamethason,
Ascorbinsdaure und TGF-B zu einem hMSC-Zellpellet oder einer sehr konfluenten
Monolage, diese stellen die fir die Differenzierung so wichtigen Zell-Zellkontakte sicher.
Das Glukokortikoid Dexamethason wird zur Differenzierung der drei hier beschriebenen
Linien verwendet. In der chondrogenen Differenzierung wird es in einer relativ hohen
Konzentration von 100 nM &4 eingesetzt und fuhrt hauptsachlich zur Expression von
Kollagen-11. Ascorbinsaure fiihrt zu einer Kollagenhydroxylierung durch eine

Modifikaton der Lysin- und Prolinresten. Die Zugabe von TGF- zum Zellmedium flhrt zu
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einer erhohten Expression von Kollagen-2, welches das wichtigste Kollagen innerhalb der
Knorpelmatrix  darstellt (82 TGF-B interagiert mit einem heterodimeren
Rezeptorkomplex, der mittels SMAD (mothers against DPP homologs)-Proteinen

intrazellular das TGF-B Signal weiterleitet ¥4,

4.2.3 Immunmodulatiorische Eigenschaften

Mesenchymale Stammzellen besitzen nachweislich immunmodulatorische Fahigkeiten,
wobei das Wirkprinzip noch nicht endgiiltig geklart ist. Fest steht, dass beispielsweise
Transplantate eine geringere AbstoRungsreaktion hervorrufen, wenn zeitgleich mit der

Transplantation mesenchymale Stammzellen intravends verabreicht werden (853,

hMSCs werden durch eine niedrige Expression von MHC-Klasse-1, dem Fehlen von MHC
(major  histocompatibility =~ complex)-Klasse-ll  und der Abwesenheit von
kostimulatorischen Molekiilen wie CD80, CD86 oder CD40 charakterisiert (86,871 Sje sind
nicht in der Lage, die Proliferation von allogenen oder xenogenen Lymphozyten zu
induzieren ¥7%9 Die Expression von MHC-Klasse-I und -lI-Molekilen wird durch eine
Interferon-y (INF-y) Behandlung hochreguliert 87, 901 " Trotz der INF-y induzierten
Expression von MHC-Klasse-Il sind hMSCs nicht in der Lage, Alloreaktivitat zu stimulieren
87,891 ‘studien haben gezeigt, dass auch die differenzierten Abkémmlinge der hMSCs sich
gegeniber T-Zellen gleich verhalten wie nicht-differenzierte hMSCS 87891 Auf Grund der

genannten Eigenschaften sind hMSCs in der Lage, eine Immunreaktion zu unterdriicken.

Die immunsuppressiven Eigenschaften der hMSCs werden durch das proinflamatorische

Zytokin IFN-y und anderen, welche von Immunzellen sekretiert werden, aktiviert 192, 92)

Neben Zell-Zellkontakten spielen in der hMSCs-vermittelten Immunsuppression
hauptsachlich 16sliche Molekiile, deren Sekretion durch den Crosstalk zwischen hMSC
und der Zielzellen induziert oder erhoht wird, eine Rolle. hMSCs sekretieren auch
Zytokine u.a. IL-6, welches die Monozytendifferenzierung zu dentritischen Zellen

[93, 94]

inhibiert Zusatzlich verzogert IL-6 die Apoptose von Lymphozyten und

Neutrophilen [95. 961
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4.2.4 Medizinische Anwendungsmoglichkeiten

Die grofle Plastizitdit der hMSCs, ihre immunologischen Eigenschaften, ihre relativ
einfache Verflgbarkeit und die Moglichkeit sie in vitro zu expandieren (siehe Abbildung
5), eroffnen ein weites Spektrum moglicher klinischer Anwendungen. Von groflem

Vorteil fiir eine potentielle Anwendung ist die sowohl in vitro 9 in vorklinischen

851 und in Studien an Menschen " gezeigte schwache bis nicht vorhandene

Studien
Immunogenitat. Auf Grund dieser Erkenntnisse ware es maoglich, im klinischen Bereich
allogene hMSCs zu verwenden. Salem und Thiemermann (58] geben eine Ubersicht
einiger momentan laufender klinischer Studien mit MSCs, die von der Anwendung bei
Herzinfarkten Uber Organversagen bis hin Knochendefekten reichen. Auf der Seite

www.clinicaltrials.gov kénnen alle aktuell stattfindenden klinischen Studien (momentan

203, November 2011) eingesehen werden. In vorklinischen Studien mit Pavianen zeigten
ex vivo expandierte allogene und autologe MSCs eine umfangreiche Biodistribution, die
eGFP-markierten Zellen konnten u.a. in der Lunge, im Thymus, in den Knochen, der
Haut, im Kleinhirn und im Gastrointestinaltrackt gefunden werden B9 piese Ergebnisse
zeigen, dass MSCs nach einer systemischen Infusion sich in nicht-hamatopoetischen
Geweben verteilen und dort eventuell auch Proliferationsfahigkeiten zeigen.
Intraarterielle und intravendse Injektionen von MSCs in Ratten zeigte zu friihen
Zeitpunkten ein Anwachsen in der Lunge und zu einem spateren Zeitpunkt in der Leber

[100]

und in anderen Organen . In kardiologischen praklinischen Studien fiihrten MSCs

[101] [102]

sowohl bei Nagern als auch bei Schweinen zu einer verbesserten

Herzmuskelfunktion nach einem Herzinfarkt.
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Abbildung 5. Eigenschaften der hMSCs, die fiir einen klinischen Einsatz relevant sind. Modifiziert nach [203]

Ein weites Feld fiir die therapeutische Anwendung von MSCs auf Grund ihres
osteogenen Differenzierungspotentials stellt auch der Bereich der Knochendefekte und
Knochenkrankheiten dar. Die Behandlung von angeborenen und erworbenen
Knochendefekten mit MSC Injektionen wird schon seit Jahrzehnten untersucht [104-207),
Ein moderner Ansatz verknipft diese MSC-Behandlung mit 3D-Gerlisten aus
Biomaterialien 1% 1 Auch  bei genetischen  Erkrankungen, wie der
Glasknochenkrankheit (Osteogenesis imperfecta), wird eine Behandlung (teilweise schon

in utero) mit Hilfe von MSCs versucht 2% 111,

Neben den oben aufgefiihrten therapeutischen Einsatzmoglichkeiten von hMSCs bieten
sich weitere Einsatzgebiete an, die durch folgende Eigenschaften der hMSCs gegeben
werden: Einwanderung in Wundbereiche, Bereiche chronischer Entziindungen, Bereiche

von geschidigtem Gewebe sowie in Tumorbereiche %,

Auch wenn Stammzellen ein grofles Potential fir die Behandlung vieler Verletzungen
und degenerativen Erkrankungen bieten, so miussen flr viele therapeutische
Anwendungen noch einige Hindernisse Giberwunden werden. Dies schliel3t vor allem die
Entwicklung von neuen Technologien ein, die es ermdglichen, die Funktionen der

Stammazellen innerhalb ihrer Nischen zu verstehen und transplantierte Stammzellen im
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Korper zu verfolgen und zielgerichtet an ihren Wirkungsort zu bringen. Durch die
Anwendung von Nanotechnologie im Bereich der Stammzellenforschung wird es
moglich, viele dieser Probleme zu I6sen. Die Verbindung von Nanotechnologie und im
Besonderen Nanopartikel mit aktueller Stammzellforschung wird in Kapitel 5

beschrieben.

4.3 Hamatopoetische Stammzellen

Das hamatopoetische System des Menschen ist lebenslang in der Lage, eine tagliche
wechselnde Zusammensetzung von Millionen von Zellen zu produzieren (1131 |n Summe
stellen diese Zellen unser Blut dar, wobei unterschiedliche Zellen verschiedenste
Aufgaben wahrnehmen. Die roten Blutkdorperchen (Erythrozyten) sind fir den
Sauerstofftransport zustandig. Weille Blutzellen (Lymphozyten, Granulozyten und
Makrophagen) sorgen fiur die Immunabwehr und die Blutpldttchen, die von den
Megakaryozten abstammen, sorgen fir die Blutgerinnung. All diese Zellen haben nur

(1131 55 dass

eine sehr begrenzte Lebensdauer von Stunden bis hin zu mehreren Wochen
im Korper stiandig fur Nachschub gesorgt werden muss. Die hamatopoetische
Stammezelle ist in der Lage, sich in alle oben genannten Zelltypen des Blutes im Korper zu
differenzieren und die zirkulierende Menge an Zellen der jeweiligen physiologischen

Situation anzupassen **! (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Differenzierungsprozess himatopoetischer Stammzellen. Modifiziert nach www.immuneregen.com.
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Als Quelle fiir die Gewinnung hamatopoetischer Stammzellen dient Knochenmark oder
auch Nabelschnurblut. Nach einer Mobilisation von Stammzellen aus dem Knochenmark
mit Hilfe von Wachstumsfaktoren (G-SCF, Granuolozyten—Kolonie stimmulierender
Faktor) konnen hamatopoetische Stammzellen auch aus dem peripheren Blut
gesammelt werden. Im Knochenmark stellt nur ungefihr eine von 10° Zellen eine

hdamatopoetische Stammzelle dar.

Der Oberflachenmarker CD34 stellt im humanen System den am meisten genutzten
Marker zur Isolierung von hHSCs dar. Die hierbei erhaltenen Zellpopulation ist jedoch
sehr heterogen und setzt sich aus hamatopoetischen Stammzellen und Vorlduferzellen
zusammen M4 Als weitere Marker werden zusatzlich auch CD38 (als Negativmarker)
(1151 ynd €D133 verwendet *®!. Mit Hilfe dieser Marker erhilt man Zellfraktionen, bei
denen nur eine von 70 Zellen eine echte ,long term“hHSC darstellt 117 pie
Unterscheidung zwischen ,long-term repopulating” HSC (LT-HSC) und ,short-term
repopulation” HSC (ST-HSC) stammt aus Mausetransplantationsexperimenten. Hierbei
zeigte sich, dass zwei Populationen an HSCs existieren. LT-HSC sind in der Lage, Uber den
Zeitraum einer kompletten Lebensspanne eines Individuums alle Zellen des Blutes zu
produzieren. Gleichzeitig sind sie auch in der Lage, dies nach einer zweiten

Transplantation in einem anderen Individuum fortzufiihren (117, 118] pje ST-HSC hingegen
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rekonstituieren nur die myeloide und/oder die lymphoiden Bestandteile fiir eine kurze

(118, 119]

Zeit Wahrend der Differenzierung durchlaufen hHSCs unterschiedlicher

Vorlauferstadien ausgehend von Zellen mit multipotentem Differenzierungspotential bis
hin zu Zellen, die sich nur noch in eine hamatopoetische Linie entwickeln kdnnen [120, 121)
Innerhalb des Differenzierungsprozesses verlieren die hHSCs als erstes die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung, proportional dazu steigt die Proliferationsrate der entstehenden

Vorlauferzellen sehr stark an, dies fiihrt zu einer enormen Expansionsfahigkeit einer

hHSC.

4.3.1 Erythropoese

Rote Blutzellen miissen im Korper standig nachproduziert werden, da ihre Lebensspanne
nur 120 Tage betrdgt. Dies geschieht im Prozess der Erythropoese, welche einen
dynamischen Prozess darstellt, bei dem sich hamatopoetische Stammzellen {ber
erythozytdre Vorlauferzellen zu kernlosen roten Blutzellen entwickeln (122,123 "hHscs
werden in ihrer Stammzellnische im Knochenmark von zahlreichen Zell-Zell-
Interaktionen und extrinsischen Faktoren (I6sliche Makromolekiile) beeinflusst, die mit
Rezeptoren der Zelloberflache interagieren und somit spezielle Signalwege anschalten.
Hamatopoetische Vorlduferzellen, die aus unsymmetrischen Teilungen von hHSCs
hervorgehen, entwickeln sich zu allgemeinen myeloiden Vorlauferzellen (common
myelid progenitor, CMP) und zu allgemeinen lymphoiden Vorlduferzellen (common
lymphoid progenitors, CLP). CMPs entwickeln sich dann zu
megakaryoztaren/erythrozytaren Vorlduferzellen (megakaryocytic/erythrocytic
progenitor, MEP) und granulozytaren-myloischen Vorlauferzellen (GMP). MEPs werden
dann durch die Aktivierung unterschiedlicher Wachstumsfaktoren zu BFU-E (Epo
responsive erythroid burst forming unit-erythroid) differenziert, darauf folgen dann die
CFU-E (colony forming unit-erythroid). Die CFU-E differenzieren sich daraufhin in
orthochromatischer Normoblasten (ON), die durch Kernentfernung zu Retikulozyten
(RET) und schlieBlich zu roten Blutkérperchen (RBK) werden (zusammengefasst

(1241 siehe Abbildung 7). Diese reifen Erythrozyten sind bikonkave Scheiben

dargestellt in
ohne Mitochondrien, Zellkern und andere Organellen, jedoch voll mit Hdmoglobin und

damit fahig, Sauerstoff zu binden und zu transportieren.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Erythropoese. Modifiziert nach 124 | T-HsC: long-term repopulating
HSC; ST-HSC: short-term repopulating HSC; CMP: common myelid progenitor; MEP: megakaryocytic/erythrocytic
progenitor; GMP: granulocyte-myeloid progenitor;; BFU-E: Epo responsive erythroid burst forming unit-erythroid;
CFU-E: colony forming unit-erythroid; ON: orthochromatischer Normoblasten; RET: Retikulozyten; RBK:
Blutkorperchen.

Die Erythropoese benétigt in vivo als auch in vitro Erythropoetin (Epo) und SCF (stem cell
factor) Signaling durch ihre Rezeptoren EpoR und c-Kit. Epo férdert die Erythropoese
durch die Begiinstigung der Proliferation, Differenzierung und dem Uberleben von
erythrozytaren Vorldaufern (BFU-E, CFU-E). Die Bindung von Epo an seinen Rezeptor EopR
aktiviert unterschiedliche intrazelluldre Signalkaskaden wie Stat5 (Signal transducer and

activator of transcription 5), Phosphoinosite-3 Kinase/Akt und MAPK (Shc/Ras/Mitogen-

[125, 126]

Activated Kinase) Die komplexe Entwicklung einer HSC zu reifen roten

t [127-129]

Blutkdrperchen ist eng durch spezifische Transkriptionsfaktoren regulier . Diese

Transkriptionsfaktoren haben nicht nur die Aufgabe, erythozytare Gene zu aktivieren, sie

sorgen auch gleichzeitig fir die Unterdrickung anderer Differenzierungsrichtungen [130,

B Einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren stellt GATA-1 dar, der sowohl

t [132, 133

essentielle erythrozytare Gene aktivier I'als auch fiir die Unterdrickung anderer

Differenzierungsrichtungen in frilhen hamatopoetischen Vorlduferzellen zustandig ist
[134]
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4.3.2 Granulopoese

Die Granulopoese bezeichnet die Bildung reifer neutrophiler Granulozyten aus unreifen
Myeloblasten. Die davor stattfindende Entwicklung der hamatopoetischen Stammzellen
bis zum Myeloblast wird allgemein als Myelopoese bezeichnet. Dieser
Differenzierungsprozess geht einher mit dem Ende der Proliferation und der
fortlaufenden Synthese von Enzymen und Proteinen, die die unterschiedlichen Granula
innerhalb der Zelle bilden. Dadurch entstehen eine Reihe morphologisch
unterschiedlicher Zellen (Abbildung 8), die sich vor allem durch ihre charakteristische

Zellkernform und ihrer spezifischen Granula differenzieren lassen.
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Abbildung 8: Prozess der Granulopoese ausgehend von der granulozytidren-myloischen Vorlduferzelle (GMP). Die
Entwicklung der GMPs sind in Abbildung 7 dargestellt. Modifiziert nach (2331

Die in den Granula enthaltenen Proteine liben eine antibakterielle und regulierende
Funktion aus, nachdem sie von den Zellen freigesetzt wurden. Diese Freisetzung erfolgt
normalerweise als Antwort auf eine bakterielle Infektion. Der Prozess der
Differenzierung findet im Knochenmark statt. Die reifen Granulozyten werden
anschlieRend ins Blut ausgespilt und wandern dann in periphere Gewebe ein, um dort
ihre Aufgabe zu erfiillen. Die kurze Lebensspanne von ungefdahr 48 h erfordert eine
standige Nachproduktion und ein groBes Depot im Knochenmark (1351 Die Produktion
von Granulozyten ist durch ein enges Netzwerk von Transkriptionsfaktoren,
Wachstumsfaktoren und Zytokinen geregelt. Der G-CSF (granulocyte colony-stimulation
factor) ist einer der wichtigsten Regulatoren der neutrophilen
Granulozytendifferenzierung und sorgt u.a. fir die Proliferation, Reifung und
funktionelle Aktivierung dieser Differenzierungsrichtung (136, 137] ' pie Zytokine IL-3 und
GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating facto) sind ebenfalls essentiell flr

[138, 139]

die Granulopoese . Einer der wichtigen Transkriptionsfaktoren ist das C/EBP-a

(CAAT/enhancer binding protein alpha), der durch die Bindung an Promotorregionen

direkt unterschiedliche Granulopoese assoziierte Gene aktiviert (1401
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4.3.3 Megakaryopoese

Die Megakaryopoese ist ein fortlaufender Prozess der Thrombozytenproduktion. Diese
Entwicklung beginnt bei der hamatopoetischen Stammzellen (HSC), Uber ,high
proliferative-potential-cell“-Megakaryozyten (HPPC-MKs), burst-forming unit-MKs (BFU-
MKs), colony-forming unit-MKs (CFU-MKs), Megakaryoblasten bis hin zu reifen
Megakaryozten, die dann Thrombozyten produzieren (dargestellt in Abbildung 9). Diese
Differenzierung geht mit einer Reihe von spezialisierten biologischen und molekularen
Prozessen einher, wahrenddessen es zu einer massiven Umgestaltung des Zytoplasmas
kommt. Wahrend der Differenzierung zu Megakaryozyten wird der Zellkern durch

Endomitose polyploid ™

. Als Endomitose bezeichnet man die Duplikation von DNA
ohne nachfolgende Zellteilung. Des Weiteren vermehrt sich das Zytoplasma und sorgt so

fir eine ZellgroRe bis zu 100 um, diese Zellen weisen eine Polyploidie von 4N-128N auf
[142, 143]

[ Megakaryopoese I Thrombozytopoese ]

) . i Prothrombozten-=
< Proliferation >< Endomitose ()

Reifer Prothrombozyt-
HPP-CFC HPP-CFU-MK BFU-MK ~ CFU-MK  Megakaryoblast ~ Megakaryozyt  bildung

-~~~ ~(X)- -l

00
0©

| CD 34

Cbh41 I

—

—
CD 42, VWF | Sefab-
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Abbildung 9: Entwicklung von reifen Megakaryozyten (MK, Megakaryopoese) und Thrombozyten (Thrombopoese)
aus hHSCs. Zelltypen sind wie folgt abgekiirzt: HPPC-CFC, high proliferative-potential cell-colony-forming cell; HPP-
CFU-MK, high proliferative-potential colony-forming unit-MK; BFU-MK, burst-forming unit-MK; CFU-MK, colony-
forming unit-MK. Die Expression der HSC-spezifischen CD34 und MK-spezifischen CD41 und CD42 wihrend der
Differenzierung ist dargestellt. Modifiziert nach (a4l

Wahrend die Zellen an Zytoplasma zunehmen und polyploid werden, werden auch die

[145]

Organellen und das demarkierende Membransystem vervielfaltigt . Liegt ein reifer

Megakaryozyt vor, so beginnt die Thrombozytopoese mit der Ausbildung von

Zytoplasmaausstilpungen, aus denen die Thrombozyten de novo gebildet werden [146,

Y1 Innerhalb dieses Differenzierungsprozesses nimmt die Expression des hHSCS
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Markers CD34 kontinuierlich ab, daflir nimmt die Expression der Megakaryozytenmarker

CD41 und CD42b zu.

Die Megekaryopoese und Thrombozytenproduktion geschieht innerhalb des komplexen
Knochenmarkmilieus.  Dort sorgt ein  Netzwerk von  hdmatopoetischen
Wachstumsfaktoren, Chemokinen und Zytokinen fiir die Regulation des

(1481 " Thrombopoetin (TPO) ist hierbei der hauptséchliche

Differenzierungsprozesses
physiologische Regulator der Megakaryopoese, dieses Zytokin ist zum Grof3teil alleine
far die Stimulierung der Proliferation und Differenzierung von

h 149152 per TPO-Signalweg fihrt iiber die

Megakaryozentvorlauferzellen verantwortlic
Janus-Kinasen-Familie (JAK) zur Regulation von Downstream Signalwegen wie z.B. STAT
(signal transducer activators of transcription) der MAPK (Ras/Raf-1/mitogen-activated
protein kinase). Wie alle Differenzierungsprozesse ist auch dieser durch das
Zusammenspiel unterschiedlicher Transkriptionsfaktoren reguliert. Bekannt ist, dass das
Zinkfinger-Protein GATA-1 die Expression vieler Megakarypoese-spezifischen Gene

1531 und einer der wichtigsten Transkriptionsfaktoren innerhalb dieser

steuert
Differenzierung darstellt, indem er Komplexe mit anderen Transkriptionsfaktoren wie
FOG (friend of GATA) formt. Daneben sind auch noch andere Transkriptionsfaktoren in
die Entwicklung von Thrombozyten involviert. Fli-1 ist ein essentieller Regulator der
frilhen und mittleren Entwicklungsstadien, wahrend NF-E2 die spaten Stadien sowie die

[154-157

Thrombozytenproduktion kontrolliert I, Insgesamt jedoch sind die molekularen

Mechanismen der Megakaryopoese noch wenig untersucht.

4.3.4 Therapeutische Anwendung
Schon seit 1959 werden hHSCs in Form von Knochenmarktransplantationen in der

5, 10, Heute werden

Behandlung  von Blutkrebsformen eingesetzt
Knochenmarkstransplantationen entweder bei der Behandlung von Blut- (Leukdmien
oder Lymphome) und Lymphdriisenkrebs eingesetzt oder bei der Behandlung von nicht-
hamatopoetischen Krebsarten, die mit einer hochdosierten Chemotherapie behandelt

werden. Andere Indikationen fir die Anwendung einer Knochenmarkstransplantation
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stellen genetische oder erworbene Knochenmarksdefekte dar (z.B. Sichelzellenandmie,

aplastische Andmie) und seit einiger Zeit auch Autoimmunkrankheiten [158]

5 Nanopartikel in biologischen Systemen

Die Interaktion von Nanopartikeln in biologischen Systemen mit Zellen er6ffnet den Weg

(1591 Um diesen Ansatz

zur Erforschung neuer medizinischer Behandlungsmethoden
verstehen zu konnen, ist es wichtig, zundchst den Begriff Nanotechnologie zu
beschreiben. Die US National Nanotechnology Initiative definierte den Begriff

Nanotechnologie im Jahr 2000 folgendermafien:

,Nanotechnologie befasst sich mit Materialien und Systemen, deren Struktur und
Komponenten neuartige und signifikant verbesserte physikalische, chemische und
biologische Eigenschaften sowie Phdnomene und Prozesse aufweisen, die durch ihre

nanoskalige GroRe bedingt ist.” [160]

Nanopartikel stellen also ultrakleine Teilchen im Bereich von wenigen nm bis zu einigen
hundert nm dar, die die Eigenschaften von Festkdrpern (z.B. Fluoreszenz wie im Falle
von Quanten-Punkte) mit der Fahigkeit sich zu bewegen (eine Eigenschaft von
Molekiilen) verbinden [161-166] Diese Nanopartikel (NP) haben in den letzten Jahren den
Sprung aus der Forschung in die industrielle Nutzung gefunden, so werden sie z.B. im
Bereich Elektronik und Kommunikation, in optischen Systemen, in der Chemie und auch

in der Biologie eingesetzt [167]

. Der Begriff Nanomedizin beschreibt den Einsatz von
Nanopartikeln fir therapeutische Zwecke und verspricht, medizinische Behandlungen
und Therapien im Bereich Bildgebung, schnellere Diagnostik, Wirkstoffgaben und die
Entwicklung neuer medizinischer Produkte zu revolutionieren. Zum heutigen Zeitpunkt
befinden sich schon zahlreiche nanotechnologische Anwendungen in vorklinischen oder
klinischen Studien oder sind sogar schon fiir den medizinischen Gebrauch zugelassen

(zusammengefasst in [168]).
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Der Einsatz von Nanomaterialen und Nanopartikeln in Biologie, Pharmazie und Medizin

stellt jedoch einige Anforderungen an die zu entwickelnden Materialien:

- Nanomaterial und NP sollten mit Zellen und Proteinen interagieren kdénnen,
jedoch ohne ihre biologische Aktivitat zu verdandern oder zu stéren, bzw. sie nur
in einer gewinschten Art verandern.

- Die fir NP und andere Nanomaterialen herausragenden physikalischen
Eigenschaften miissen auch nach einer Oberflachenmodifikation noch vorhanden
sein.

- Nanomaterialen und NP diirfen nicht toxisch sein.

Das folgende Kapitel soll den aktuellen Entwicklungsstand solcher fiir die medizinische
und biologische Anwendung konzipierter Nanopartikel darstellen, ihre Vielfalt
hinsichtlich Material als auch Anwendungen aufzeigen und dann im Besonderen auf die

Interaktion dieser Nanopartikel mit Stammzellen eingehen.

Nanopartikel lassen sich in zwei groRe Kategorien unterteilen: anorganische und
organische Nanopartikel. In beiden Fallen handelt es sich um Partikel, die einzigartige
groBenabhangige physikalische und chemische Eigenschaften, wie z.B. optische,
magnetische, katalytische, thermodynamische oder elektrochemische Eigenschaften
aufweisen. Diese speziellen Eigenschaften werden auch durch die chemische
Zusammensetzung und ihrer Form beeinflusst. Zu den anorganischen Nanopartikeln

zahlen zum Beispiel Quanten-Punkte, Silber- und Goldpartikel.

Organische Nanopartikel werden aus organischen Polymeren hergestellt, zu ihnen
zahlen unter anderem Liposomen, Dendrimere und Kohlenstoffnanoréhren. Polymere
NP zeigen (abhangig von jeweiligen Material) im Gegensatz zu anorganischen NP eine
bessere Biokompatibilitat, herausragende Eigenschaften als Wirkstofftrager und eine
grofle Vielfaltigkeit im Bereich der klinischen Nutzung. Eine Vielzahl von Produkten
wurde schon patentiert und befinden sich in unterschiedlichen Stadien der klinischen

Zulassung [169, 170]

Eine Moglichkeit, polymere Nanopartikel zu erhalten, stellt der Miniemulsionsprozess

dar. Da in dieser Arbeit die Biokompatibilitdt von Partikeln untersucht wurde, die mit
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diesem Prozess hergestellt worden sind, werden im Folgenden die Grundziige dieser

Methode erlautert.

Das Prinzip der Miniemulsionstechnik wurde 1973 erstmals von Ugelstad et al.
publiziert. 174 Mit Hilfe dieser Technik lassen sich Partikel mit einem Durchmesser

(1721 'Eine Miniemulsion wird aus zwei miteinander

zwischen 50 und 500 nm herstellen
nicht mischbaren Phasen hergestellt, einer kontinuierlichen Phase und einer dispersen
Phase. In der lipophilen dispersen Phase befindet sich bei einer direkten Miniemulsion
das Monomer, ein Initiator, Stoffe wie z.B Farbstoffe, die einpolymerisiert werden
sollen, und ein Ultrahydrophob. Die wassrige kontinuierliche Phase enthilt ein Tensid,
welches die Stabilisierung der Partikel gewahrleistet. Durch Menge und Art des Tensides
(ionisch oder nicht-ionisch) wird auch die GroRe der Partikel bestimmt: je mehr Tensid,
desto kleiner werden in der Regel die Partikel. Dieses System wird zundchst durch
starkes Rihren voremulgiert und anschlieBend mit Ultraschall behandelt. Durch
Kavitation an der Ultraschallspitze werden starke Scherkrafte erzeugt, die die
dispergierten Tropfchen zerkleinern. Durch die Ultraschallbehandlung wird eine
optimale Durchmischung der dispersen Phase und damit eine einheitliche TropfengroRe
erzielt. Wahrend dieses Prozesses wirkt das Ultrahydrophob der dispersen Phase der
Ostwald-Reifung entgegen, indem es innerhalb der Trépfchen einen osmotischen Druck
aufbaut. Nach der Ultraschallbehandlung erhdlt man ein sehr stabiles System, in dem

sich die TropfchengroRe nicht mehr dndert und auch wahrend der Polymerisation gleich

bleibt 173,

5.1 Nanomedizin - Anwendung von NP im klinischen Bereich

Der Neologismus ,Nanomedizin® tauchte Ende des letzten Jahrhunderts in der
wissenschaftlichen Literatur auf und bezieht sich auf die Verwendung von
Nanotechnologie fir die menschliche Gesundheit 2] Seitdem hat die Entdeckung und
Entwicklung von neuen Wirkstoffen, Implantaten und Gerdte, die auf nanoskaligen
Materialen basieren, zu einer kompletten Neugestaltung auf diesem Gebiet geflihrt. Dies

zeigt sich auch an der Zahl der vorklinischen und klinischen Studien in diesem Bereich,
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die Ende 2009 bei fast 600 lagen (nach Angaben des National Insitutes of Health, USA,

http://www.clinicaltrials.gov).

Im Folgenden soll auf die einzelnen Einsatzgebiete der Nanomedizin naher eingegangen
werden, wobei der Fokus auf der Verbindung von Nanopartikeln und Stammzellen liegt

(siehe auch Kapitel 4.2.4).

Abbildung 10 zeigt mogliche Verwendungen von Nanopartikeln und Stammzellen, die

sich die spezifischen Stammzelleigenschaften zu Nutze machen.

Zellsignale [Nanotechnologischer] [ Zellulére Antwort ]

Ansatz

Selbsterneuerung

Losliche Faktoren Drug delivery
Wachstumsfaktoren
Zytokine Molekulare Bildgebung
Chemokine
Differenzierung
Biodetektion -
Zell-Zell Interaktionen -4 0.
Zell Arrays o
Cadherine

Unlésliche/physikalische Material fir 2D

Faktoren und 3D EZM Apoptose
Laminin
Fibronektin EZM Nachbildung

Mechanische Krafte

Migration m———

Abbildung 10: Potenzielle Anwendungen der Nanotechnologie im Bereich der Stammzellforschung. EMZ:
Extrazellulire Matrix. Modifiziert nach 7%,

5.1.1 Markierung von Stammzellen fiir die medizinische
Bildgebung

Transplantierte Stammzellen werden im Tiermodell normalerweise mit Hilfe von

immunhistochemischen Methoden detektiert, nachdem Gewebe oder ganze Organe

dem Tier entnommen wurden. Fir vorklinische und klinische Studien am Menschen ist

dieses Vorgehen meist nur in begrenztem Umfang moglich. Es ist bei diesen Studien

jedoch von grofRer Bedeutung, den therapeutischen Effekt und die Stelle der
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Einwanderung der Zellen zu bestimmen, um Hinweise auf eventuelle gefahrliche
Nebenwirkungen zu entdecken. Die Magnetresonanztomographie (MRT) bietet eine
nichtinvasive Methode um transplantierte Stammzellen im Korper zu verfolgen. Hierzu
wurden die Stammzellen hauptsachlich mit supraparamagnetischen Eisenoxiden
(superparamagentic iron oxide, SPION) markiert. SPIONS existieren in unterschiedlichen
FDA (U.S Food and Administration)-zugelassenen Formulierungen (Feridex®, Endorem®).
Eine klinische Studie, in der SPION markierte Stammzellen zur Behandlung eines
Patienten mit einer neurologischen Erkrankung verwendet wurden, wurde 2006
publiziert 171 pie Markierung von hMSCs und hHSCs ist in der wissenschaftlichen Welt
weit verbreitet, wobei es sich bei den meisten Veréffentlichungen um in vitro Versuche
handelt. hHSCs wurden in den Arbeiten von Maxwell et al., Arbab et al. und Janic et al.
erfolgreich mit unterschiedlichen Konzentrationen an Feridex® markiert, wobei keiner
der Forscher eine Beeintrachtigung der Zellfunktionen feststellen konnte [176-178] “ Auch
die Markierung von hMSCs mit unterschiedlichen SPIOS wurde schon sehr haufig
publiziert, wobei es unterschiedliche Ergebnisse beziglich des Einflusses auf die
Differenzierungsfahigkeit gibt. Eine Vielzahl der Forscher konnte keine Beeintrachtigung

[179], wiahrend andere eine Anderung in

des Differenzierungspotentials entdecken
manchen Differenzierungsrichtungen feststellen konnten. Eine Weiterfiihrung dieser
Versuche gestaltet sich jedoch sehr schwierig, da sowohl Feridex® als auch Endorem ©

momentan nicht mehr auf dem freien Markt erhaltlich sind.

Auch Quanten-Punkte werden zur Langzeitmarkierung von Stammzellen verwendet. Das
diskrete Emissionsspektrum und breite Anregungssspektrum bietet die Mdglichkeit,

(80 1 vivo

mehrere Zellfunktionen oder Zellpopulationen gleichzeitig zu verfolgen
Tracking von mit Quanten-Punkten markierten Zellen bendtigt einen speziellen
Tierimager. Die passive Markierung von hMSCs mit Quanten-Punkte fiihrt zu einer
Markierung des Zytoplasmas. Diese so markierten Zellen zeigten in vitro ein
unverandertes Verhalten fir mindestens 6 Wochen, in vivo sogar fiir 8 Wochen [181]
Diese markierten Zellen akkumulierten nach einer intravendsen Injektion in NOD/SCID-
Mause nach 24 h in der Lunge, der Leber und der Milz, jedoch nicht in Gehirn, Herz oder

[182

Niere *®2 Ein Problem der Verwendung von Quanten-Punkten in biologischen Systemen

ist jedoch durch ihre hohe Toxizitdt bedingt. Die Kernsubstanz eines Grofteils der
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Quanten-Punkte besteht aus Cadmium oder Selen. In Zellen werden diese lonen in die

t [183, 184]

Kalziumkanadle aufgenommen und akkumulieren dor . Cadmium inhibiert die

DNA-, RNA- und Proteinsynthese und verursacht DNA Strangbriiche und Genmutationen
(185 1861 ' Dje toxischen lonen werden von der Oberfliche der Quanten-Punkten

abgegeben, wenn diese oxidiert wird.

5.1.2 Drug delivery/Gentherapie

Genetisches Material kann mit Hilfe von viralen und nicht-viralen Tragen in Zellen
eingebracht werden, wobei nicht-virale Trdger fiir eine medizinische Anwendung
deutlich sicherer sind. NP kdnnen effektive Vektoren fir einen solchen Gentransfer
darstellen. Apatit-NP, die elektrostatisch mit Fibronektin und E-Cadherin beschichtet
waren, wurden 2006 als effizientes ,,Gene delivery“-System fiir embryonale Stammzellen

[187

beschrieben *¥”), Hierbei war die beobachtete Transfektionseffizienz 3-mal héher als die

durch das kommerziell erhltliche Transfektionsagenz Lipofektamin™ 2000 [187, 188)

Die Moglichkeit, Biomolekiile wie Proteine, Wachstumsfaktoren und kleine
Signalmolekile Uber eine bestimmte intrazelluldre Route in Zellen einzubringen, stellt
eine sehr gute Methode dar, um die Differenzierung von Stammzellen zu kontrollieren.
Dies ist in manchen medizinischen Anwendungen wie z.B. bei der Therapie von groRen
Knochendefekten sehr wiinschenswert. Ausgewdhlte Biomolekiile koénnen in
bioabbaubare und biokompatible NP verpackt werden, um dann nach einer
erfolgreichen Zellaufnahme im Zytoplasma wieder freigesetzt zu werden. Dies wurde
z.B. bei hESCs (humanen embryonale Stammzellen) und polymeren NP, die den
vaskularen Wachstumsfaktor enthielten, getestet (189 Hierbei zeigten die Partikel keinen
Einfluss auf die Zellviabilitdt und Proliferation, jedoch einen groflen Effekt auf die

Differenzierung.

Das gleiche Prinzip wird auch fiir die Verpackung und gezielte Applikation von
medizinischen Wirkstoffen verwendet. Hierbei ist der Hintergedanke, Nebenwirkungen
zu reduzieren, indem die Wirkstoffe erst an oder in der Zielzelle freigesetzt werden.
Dieser Ansatz eroffnet auch neue Applikationsmethoden fiir einige Wirkstoffe, so konnte

[190, 191]

eine orale Gabe von Insulin oder Heparin moglich sein oder auch eine Gabe lber
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die Haut 1% 1%% Auch sensitive Materialien wie Proteine °* oder siRNA [°*! kénnen so

geschitzt bis zu ihrem vorhergesehen Wirkort gelangen.

5.2 Interaktion von Nanopartikeln und (Stamm) Zellen

Alle im Kapitel 5.1 angesprochenen Einsatzmoglichkeiten von NP setzen die Aufnahme
unterschiedlichster NP in Zellen voraus. Die daraus resultierende Beladung der Zellen
mit NP sollte je nach Anwendung auch entsprechend hoch ausfallen, ohne jedoch die
Zellhdmeostase zu storen. Die Interaktion von Nanopartikeln mit Zellen wird durch
Partikeleigenschaften wie Grolie, Form, Material, Oberflachenladung,
Oberflachenfunktionalisierung und Hydrophobizitdt beeinflusst. Diese Eigenschaften
konnen sowohl die Partikelaufnahme also auch die Bindung von Proteinen an der

Partikeloberfliche sowie die intrazellulire Translokation beeinflussen %% %7,

Die GroRe und die GroRenverteilung von NP bestimmen mit iber die Interaktion der
Partikel mit der Zellmembran und die Durchquerung dieser physiologischen Barriere.
Hierbei ist zu bedenken, dass fir unterschiedliche biologische Grenzflachen
unterschiedliche optimale PartikelgrofRen gelten, die vom Gewebe, dem Zielort und der
Zirkulation der Partikel abhangen. Andere Eigenschaften der Partikeloberflache wie
Form und Radius der Krimmung beeinflussen ebenfalls die Zellaufnahme [198-200] " piyp
Stammzellen konnte nachgewiesen werden, dass sie Partikel im Bereich von einigen
Nanometern (z.B. Quanten-Punkte) bis hin zu 1 um aufnehmen kdnnen 2011 Generell
werden Nanopartikel besser von Zellen aufgenommen als Mikropartikel. So zeigen 100
nm Partikel eine deutlich hohere Aufnahme in Caco-2-Zellen als 1 um grof3e Partikel [202]
Auch die Form der Partikel kann einen wesentlichen Einfluss auf die Aufnahme haben. In
einer Studie mit proteinbeladene Goldpartikel konnte fir die Zelllinien Hela
(Gebarmutterhalskrebszellen), SNB19 (Gehirntumorzellen) und STO (Fibroblasten)
nachgewiesen werden, dass runde NP deutlich besser aufgenommen werden als

[200, 203]

Stabchen . Die Form beeinflusst nicht nur die Menge an aufgenommenen

Partikeln, sondern auch den Aufnahmemechanismus und die Geschwindigkeit der
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Aufnahme. So werden runde Partikel von Endothelzellen schneller aufgenommen als

elipsenformige Partikel [204]

Unspezifische Krafte, die den Partikel-Zellkontakt und die Partikelaufnahme fordern,
ergeben sich aus den intrinsischen Eigenschaften der verwendeten Partikel
(Oberflachenladung, Hydrophobizitdt und Rauhheit). Die Oberflachenladung spielt eine
wichtige Rolle bei der Partikelinteraktion mit geladenen Phospholipid-Kopfgruppen oder

Proteindomanen auf der Zelloberfliche °°,

Auch wirken sich unterschiedliche Oberflachenfunktionalisierungen mit funktionellen
Gruppen oder die Ladung an der Oberflache auf die Aufnahme der Partikel aus. Hierbei
zeigt sich, dass die Hydrophobizitdt oder Hydrophilitat der Oberflache die Partikel-
Zelladhasion wahrend des Aufnahmeprozesses beeinflusst. Einige Gruppen zeigen, dass
mit einer ansteigenden Hydrophobizidat des Polymers die Anheftung an die Zelle und die

darauf folgende Aufnahme gesteigert wird %%,

Die meisten geladenen Gruppen sind fiir eine aktive Interaktion von Partikeln mit Zellen

verantwortlich  12%7],

Hierbei zeigt sich jedoch, dass positive und negative
Oberflachenladungen zu unterschiedlichen Aufnahmewegen in die Zelle fihren. Hierbei
wird vermutet, dass die Aufnahme negativ geladener NP (ber eine nicht-spezifische
Bindung und einer Zusammenlagerung der Partikel auf positiv geladenen Stellen der
Plasmamembran stattfindet und dadurch die Endozytose der Partikel eingeleitet wird.
Bei positiv geladenen Partikeln ist bekannt, dass sie an negativ geladenen Gruppen an
der Zelloberfliche binden *®!. Auch zeigt sich, dass positiv geladene Partikel deutlich
besser aufgenommen werden als negativ geladene, wobei insgesamt die Aufnahme
geladener Partikel besser ist als die ungeladener Partikel. Fir carboxy- und
aminofunktionalisierte Polystyrol-Partikel wurde gezeigt, dass diese
Funktionalisierungen in unterschiedlichen Zelllinine (HelLa, hMSC, Jurkat, KG1a) zu einer
deutlich verbesserten Aufnahme fiihrte, wobei die die Gruppendichte eine signifikanten
Einfluss auf die Aufnahme in unterschiedlichen Zelllinien hat. Hierbei gilt fir die carboxy-
funktionalisierten Partikel, dass die Aufnahme sowohl in HeLa-Zellen und hMSCs nur bis
zu einer gewissen Gruppendichte gesteigert werden kann, bei noch hoherer

Gruppendichte auf der Oberfliche nimmt die Zellaufnahme wieder ab (209, 210] " B
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[211]

aminofunktinalisierten Polystyrol-Partikeln verhalt es sich flir hMSCs analog , fur

Hela-Zellen nimmt die Aufnahme stetig mit steigender Funktionalisierung zu [212]

In  Abhangigkeit der Partikelladung ist auch das Absorptionsverhalten von
Serumproteinen aus dem Medium unterschiedlich, das kann zu einer erhéhten oder
erniedrigten Partikelaufnahme fiihren. Generell spielt die sogenannte Protein Corona
eine wichtige Rolle bei der Interaktion von Partikeln und Zellen. Sobald Nanopartikel mit
einem biologischen System/Flussigkeit in Kontakt kommen, werden sie mit Proteinen
Uberzogen. Hierbei konnen die Proteine einer Konformationsanderung unterlaufen,

neue Epitope prasentieren, ihre Funktion dndern oder ihre Aviditat verandern [212-214)

In enger Verbindung zur Oberflachenbeschaffenheit der NP steht auch das verwendete
Material. Hierbei konnte gezeigt werden, dass ein Poylstyrol-/Polyisoprengemisch im
Gegensatz zu reinem Polystyrol-Partikel besser von Hela- und Jurkat-Zellen
aufgenommen wird [225]

Die Aufnahme von NP in zelluldire Systeme erfolgt Uber unterschiedliche
Endozytosewege. Welcher der zur Verfliigung stehenden Endozytosewege von dem
jeweiligen Nanopartikel verwendet wird, hangt von den oben beschriebenen Faktoren

wie GroRe, Ladung, Material und Form ab.

Doch trotz vieler Fortschritte innerhalb der Nanotechnologie und der Schnittstelle von
Biologie und Nanotechnologie, gibt es (iber das Schicksal und der Funktion von Partikel
innerhalb der Zelle nur wenige Erkenntnisse, die auch noch schwer miteinander zu
vergleichen sind. Bekannt ist, dass wenn Partikel einmal aufgenommen wurden, sie
hauptsachlich in Endosomen und Lysosomen zu finden sind. Diese Organellen verfiigen
Uber einen niedrigen pH-Wert und Lysosomen enthalten Proteasen und andere Enzyme,

die eine Vielzahl von biologischen Substanzen abbauen kdnnen.

Die Ansammlung von Nanopartikeln in Endosomen von Stammazellen lasst auch Raum fir
Diskussionen Uber den Einfluss dieser NP auf das endosomale Signaling. Die Arbeit an
unterschiedlichen Zellsystemen unterstitzt die These, dass endosomale Organellen eine

direkte Rolle in der Signalverarbeitung und Signalverstarkung haben [216]
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Die Erforschung der Partikel-Zellinteraktionen wird auch in den nachsten Jahren
Gegenstand der Wissenschaft sein, da bisherigen Erkenntnisse nur einem Flickenteppich
gleichen. Insgesamt ist es jedoch schwierig, die Erkenntnisse der Literatur miteinander
zu vergleichen, da meist jede Gruppe ein anderes Partikelsystem verwendet und so viele
unterschiedliche Parameter einen Einfluss auf die Interaktion, Aufnahme und Toxizitat
der Zellen haben. Weiterhin zu bedenken ist, dass der Einfluss der oben beschrieben
Parameter sich auf unterschiedliche Zelllinien, aber auch auf gleiche Zellen in
unterschiedlichen physiologischen Zustanden (zellzyklusphase,

Medienzusammensetzung etc.) unterschiedlich auswirken kénnen.

5.3 Nanotoxikologie

Obwohl der Einsatz von Nanotechnologie in vielen medizinischen Bereichen sehr
vielversprechend ist und bereits in der Klinik eingesetzt wird, existieren nur
unzureichende Daten (iber die potentielle Toxizitat dieser Materialien. Neben der Suche
nach neuen und besseren Materialen fiir die klinische Anwendung ist es notwendig, die
Toxikologie und Pharmakinetik dieser Materialen im gleichen Umfang zu untersuchen.

Wahrend und nachdem ein Partikel in eine Zelle aufgenommen wurde, bestehen
zahlreiche Moglichkeiten, wie dieser Partikel zelluldre Funktionen behindern oder
fordern kann, so dass das natirliche Gleichgewicht der Zelle gestort ist und mogliche
toxische Folgen bis hin zur Apoptose auftreten konnen. Eine oft beobachtete Reaktion
der Zellen nach Aufnahme unterschiedlicher NP ist der Anstieg des oxidativen Stress
Niveaus. Fir aufgenommene Nanopartikel gibt es mehrere Wege, dies auszuldsen (siehe
Abbildung 11). Intrazelluldre Partikel kénnen mit Mitochondrien interagieren, ihr
komplexes Membransystem beschadigen und so zu einem erhohten ROS (reactive
oxygen species)-Niveau oder durch Freisetzung von Cytochrom-c zur Apoptose fiihren
[167] Dieses erhéhte ROS-Niveau fiihrt zu weitreichenden Konsequenzen. Das oxidative
Stress System der Zelle versucht diesem entgegenzuwirken und beginnt mit einer
Uberexpression antioxidativer Enzyme. Diese kénnen jedoch nur in einem gewissen MaR

das ROS-Level kontrollieren. Ist dies zu hoch, flihrt der oxidative Stress in der ganzen
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Zelle zu Schaden wie einer entziindlichen Reaktion, Lipidperoxidation und Zellkern-

sowie DNA-Schiden!*®”,

Plasmamembran Schadigung

Lipidperoxidation

Zellkern und DNA
Schaden

Cytochrom ¢

Genotoxische

Apoptose
Entziindungen Pop

Oxidativer Stress

Zytokine

Antioxidative
Abwehr

o, P
{ \r & ;‘wf'

gl Entziindung/
s Zytotoxiziat

Proteindenaturierung

Abbildung 11: Mogliche durch ROS vermittelte Mechanismen, die mit einer durch Nanopartikel hervorgerufenen
Toxizitdt zusammenhdngen. NP sind in der Lage direkt mit Mitochondrien zu interagieren, was zur Beschadigung
dieser und dadurch zur ROS Produktion fiihren kann. Um dieses hohe ROS Niveau zu kontrollieren, wird durch den
oxidativen Stress Mechanismus die Uberexpression von antioxidativen Enzymen induziert. Bei einem sehr hohen
Niveau von oxidativem Stress ist dieser Bekampfungsmechanismus iiberfordert, was dann zu einer entziindlichen
und zytotoxischen Antwort fiihrt. Oxidativer Stress kann in der gesamten Zelle Schdden wie Lipid-Peroxidation,
Proteindenaturierung, Zellkern- und DNA-Schiden sowie eine Immunreaktivitdt hervorrufen. Modifiziert nach 12671

Des Weiteren konnen internalisierte Partikel mit den in der Zelle vorkommenden
Proteinen  interagieren und zu einer Proteindegratation oder einer
Konformationsdanderung fiihren. Somit kann es zu erheblichen Funktionsstérungen der

Zelle kommen.

Auch das intrazellulare Trafficking kann durch die Anwesenheit von NP gestért werden.

Dies wurde kiirzlich an drei unterschiedlichen Zelllinien untersucht, die mit Quanten-

[217]

Punkten beladen wurden . Die Quanten-Punkte wurden vor der Zellinkubation mit
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drei unterschiedlichen Proteinen, die an unterschiedliche Rezeptoren binden, markiert.
Hierbei konnte beobachtet werden, dass sich der intrazellulare Transport nach
Aufnahme dieser Quanten-Punkte signifikant dnderte. Fiir unterschiedlich geformte
mesoporose Silikapartikel wurde berichtet, dass sie die Zellfunktionen wie

Migrationsverhalten und die Zytoskelettorganisation unterschiedlich beeinflussen [218]
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6 Methoden

6.1 Homogeneous time resolved fluorescence (HTRF®)

Fluoreszenzmessungen in  zellbasierten  Systemen sind auf Grund der
Fluoreszenzeigenschaften der  biologischen Komponenten  wie Proteine,
Mediumbestandteile etc. in ihrer Sensitivitdt limitiert. Im Allgemeinen ist diese
Fluoreszenz der biologischen Komponenten jedoch nur kurzlebig. Diesen Umstand
verwendet die HTRF®-Technik um sensitive Fluoreszenzmessungen in biologischen
Systemen zu ermdoglichen, indem sie langlebige Fluorophore fiir die Analyse verwendet.
HTRF® stellt hierbei eine Messmethode dar, die den Forster-Resonanzenergietransfer
(FRET) mit einer zeitauflosenden Fluoreszenzmessung kombiniert. Ein Zeitunterscheid
von 50-150 ps zwischen der Anregung und der Fluoreszenzmessung ermoglicht eine
nahezu komplette Eliminierung der kurzlebigen unspezifischen Fluoreszenzsignale

(vergleiche Abbildung 12).

FRET bezeichnet einen Energietransfer von einem Donormolekil auf ein
Akzeptormolekiil, wobei beide ein Fluorophor mit unterschiedlicher
Anregungswellenlange darstellen. Der Energietransfer zwischen diesen beiden
Molekilen kann jedoch nur stattfinden, wenn sich beide in raumlicher Ndhe (0,5-10 nm
abhéangig vom Fluorophor) zueinander befinden. Dies wird in der Zellbiologie ausgenutzt,
um die Interaktion unterschiedlicher Molekile zu untersuchen oder bestimmte
Molekiile zu quantifizieren. Die Detektion des gewlinschten Molekiils erfolgt Gber zwei
mit dem Donor bzw. Akzeptorfluorophor markierten Antikérper, die unterschiedliche
Epitope des Antigens erkennen und nur dann zu FRET fahig sind, wenn beide an das zu
analysierende Molekil gebunden sind. Die HTRF®-Technologie verwendet als
Donorfluorophor ein Europium-Kryptat und als Akzeptor XL665, ein Phycobilliprotein aus

roten Algen.
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Abbildung 12: A: Funktions- und Messprinzip der HTRF®-Technologie. Nach der Anregung mit einer geeigneten
Energiequelle werden die Fluoreszenzsignal erst nach einer Zeitverzogerung gemessen, dies erlaubt eine Messung
des gewiinschten FRET-Signals (orange Linie) ohne die storenden Fluoreszenzsignale der Matrix (blaue Linie) und
des Akzeptor (griine Linie). B: Schematische Darstellung des Sandwich HTRF Assays. Modifiziert nach [219]

Der Vorteil des HTRF®-Assays im Gegensatz zu anderen immunologischen Methoden wie
dem klassische ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) zeigt sich in der deutlich
einfacheren Handhabung ohne Waschschritte und vor allem in der Modglichkeit,
Unterschiede zwischen einzelnen Messungen, die auf Grund unterschiedlicher
Fluoreszenzeigenschaften des Inhalts (Medium, Puffer etc.) entstehen, mit Hilfe einer
eleganten Methode zu eliminieren. Hierbei werden zwei Emissionen (Donor und
Akzeptor) gemessen und in Relation gesetzt. Die Donoremission wird hierbei als interne
Referenz zwischen den einzelnen Messungen verwendet, wiahrend die Akzeptoremission
als Indikator fir die gemessenen biologischen Analyten dient. Da beide
Fluoreszenzsignale gleichermaRen von den oben genannten Storfaktoren beeinflusst
werden, bleibt das Verhaltnis der beiden unverandert. Dies gewahrleistet eine stabilere
und sensitivere Messung biologischer Analyten, als es bei anderen Methoden wie dem

ELISA der Fall ist.
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6.2 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermdoglicht die gleichzeitige Analyse unterschiedlicher
physikalischer Zellparameter grofRer Probenmengen in relativ kurzer Zeit, indem die
Zellen in einem Flussigkeitsstrom einen Laserstrahl durchqueren (vergleiche Abbildung
13). Als Screening-Methode fiir den Nachweis von Partikelaufnahme und Toxizitat in

Zellen ist deshalb die Durchflusszytometrie die Methode der Wahl.

Bandpass Filters

5 Dichroide Spiegel
5 Detektor B
& _/—

U

Detektor

N
é? f
$ |
« /— Detektor
Messzelle , I l

_/ Sideward scatter= Granularitat
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P \\ .,
\'\\‘\
/ \ %3
/11 ‘| Detektor ’ Forward Scatter = GréRe
Hullstrom \

Fluoreszente
Zellprobe

Digitale Signalverarbeitung

v

Abbildung 13: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometrie. Die zu analysierende Probe wird mit Hilfe
eines Fliissigkeitsstroms hydrodynamisch fokussiert und durch einen Laserstrahl geleitet. Das dabei entstehende
Streu- und Fluoreszenzlicht wird mit Hilfe eines Systems aus dichroitischen Spiegeln und optischen Filtern zu
Detektoren geleitet, dort in elektronische Signale umgewandelt, um mit Hilfe einer Software analysiert zu werden.

Das Funktionsprinzip beruht auf der Erzeugung eines laminaren Stroms, der die Probe
(zellen) vor dem Durchqueren eines Laserstrahls hydrodynamisch fokussiert und die
Objekte einzeln den Laser durchqueren ldsst. Beim Passieren des Laserstrahls wird das
durch die Probe verursachte Streulicht mit Hilfe des optischen Systems auf
unterschiedliche Detektoren geleitet. Die Vorwartsstreuung (forward scatter FSC,
gemessen bei 20°) des Laserlichts korreliert hierbei mit der GroRRe der einzelnen Zellen,
die Seitwartsstreuung (sideward scatter SSC, gemessen bei 90°) mit der Granularitat der
Zelle. Tragt die zu analysierende Zelle auch fluoreszierende Komponenten in oder an sich
(aufgenommene fluoreszenzmarkierte NP oder fluoreszenzmarkierte Antikérper), die
von der gewihlten Laserwellenlange angeregt werden, so wird das entstehende
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Fluoreszenzlicht ebenfalls zu den entsprechenden Detektoren geleitet. Hierbei sorgt ein
System von dichroitischen Spiegeln und optischen Filtern dafiir, dass immer nur
bestimmte Wellenldngenbereiche auf einen Detektor treffen. Somit ist gewahrleistet,
dass mehrere unterschiedliche Eigenschaften einer Zelle auf einmal untersucht werden
konnen. Bei den Detektoren handelt es sich um Photoelektronenvervielfacher
(Photomultiplier PMTs), die die aus Photonen bestehenden Lichtsignale in elektronische
Signale umwandeln und gleichzeitig um ein Vielfaches verstarken. Diese elektronischen
Signale kdonnen mit Hilfe spezieller Software am Computer je nach Anforderung der
Messung analysiert werden. Da die zu analysierenden Zellen den Laser einzeln passiert
haben, kann jedem Ereignis (Zelle oder Verunreinigung) das nur von ihm erzeugte Streu-

und Fluoreszenzlicht zugeordnet und entsprechend ausgewertet werden.

Auch wenn sich diese Methode hervorragend zu  grolRangelegten
Nanopartikelaufnahmestudien eignet, gilt es doch zu beachten, dass keine
Informationen Uber die zelluldre Lokalisation der Partikel erlangt werden kdnnen. Zur
Abklarung dieser Fragestellung (intrazelluldre Lokalisation, tatsachliche Aufnahme der
Partikel oder nur duBerliche Anhaftung) muss stets eine mikroskopische Analyse z.B. mit

Hilfe des konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops erfolgen (siehe 6.3).

6.3 Konfokale Laser-Raster-Mikroskopie

(confocal laser scanning microscopy, cLSM)

Fluoreszenzmikrospkopische Analysen sind von groRer Wichtigkeit in zellbiologischen
Fragestellungen, da sie Live-Bilder der Vorgange des Zellinneren von lebendigen Zellen
liefern. Der Vorteil konfokaler Mikroskopie (cLSM) gegeniber konventioneller
Mikroskopie liegt in der unterschiedlichen Bildgenerierung. Wé&hrend bei der
konventionellen Mikroskopie die Objekt-zu-Bild-Transformation fir alle Bildpunkte
parallel geschieht, werden die Bildpunkte beim cLSM einzeln erzeugt. Die Probe wird in
der Fokusebene durch einen fokussierten Laserstrahl in xy-Richtung zeilenweise
abgerastert (pixelweise Detektion). Die durch den Laser erzeugte Fluoreszenz wird nun
ebenfalls pixelweise von einem Detektor erfasst. Die hierbei vorgeschalteten
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Emissionsfilter erlauben eine Analyse unterschiedlicher Wellenlangenbereiche (so
konnen mehrere Farbstoffe in einer Probe verwendet werden). Vor Detektor und
Emissionsfilter vorgeschaltet im Strahlengang befindet sich die konfokale Blende, diese
sorgt dafiir, dass nur Licht aus der Fokusebene an den Detektor gelangen kann
(vergleiche Abbildung 14). Somit erzeugt man bei jedem Scan die scharfe Abbildung der
jeweiligen Fokusebene ohne Signale aus anderen Ebenen. Wird dies fir mehrere
Fokusebenen durchgefiihrt, erlangt man dreidimensionale Informationen (iber das
untersuchte Objekt. Die Detektoren, die die Lichtsignale aufnehmen, sind
Photoelektronenvervielfacher (Photomultiplier, PMTs), diese wandeln die Lichtsignale in

digitale Signale um, welche dann das Bild generieren.

Detektor, PMT

Emissionsfilter

Konfokale Blende

Farbteiler

Strahlaufweitung

O Laser

Fokusebene

Abbildung 14: Strahlengang in einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop. Mit Hilfe eines liber ein Objektiv
gebiindelten Laserstrahls wird ein in der Probe enthaltener Fluoreszenzfarbstoff angeregt. Die dabei entstehende
Fluoreszenz wird durch das Objektiv gebiindelt und an den Detektor weitergeleitet, auf diesem Weg passiert das
Licht die konfokale Blende. Diese stellt sicher, dass nur Licht aus der Fokusebene (hellblau) auf den Detektor
gelangen kann. Licht aus einer anderen Ebene auBerhalb des Fokus (dunkelgriin gestrichelt) gelangt nicht auf den
Detektor. Ein vor den Detektor geschalteter Emissionsfilter erlaubt eine selektive Betrachtung ausgewaihlter
Wellenldangen. Modifiziert nach (2201
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6.4 Quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion (quantitive

real time polymerase chain reaction, qPCR)

Die Quantifizierung von mRNA-Level in biologischen Proben ist eine bedeutende
Methode, um Auswirkungen unterschiedlicher Behandlungen auf das Zellverhalten zu
analysieren. Als ,State of the art“-Methode gilt hierbei neben den
Hochdurchsatzverfahren der Microarrays die quantitative Real-Time-PCR (qPCR). Hierbei
wird die PCR-Technik mit einer Echtzeit-Detektion der entstandenen DNA-Menge
kombiniert, die dabei entstandenen Signale erlauben eine Quantifizierung der
produzierten DNA Menge, welche mit der eingesetzten Menge an cDNA korreliert. Mit
Hilfe dieser Ergebnisse lassen sich Aussagen Uber die Expression bestimmter Gene unter
unterschiedlichen Bedingungen treffen. Als Ausgangsmaterial fiir die gPCR dient RNA,
welche aus dem zu untersuchenden Gewebe oder Zellen extrahiert worden ist. Die RNA
kann entweder direkt in der PCR-Reaktion in cDNA umgeschrieben werden (reverse
Transkriptase-PCR) oder in einem separaten Schritt. Die so erhaltene cDNA wird in der

gPCR Reaktion eingesetzt.

Um eine Quantifizierung der Produkte zu erreichen, stehen unterschiedliche Methoden
zur Auswahl. In der vorliegenden Arbeit wurde die SYBR®Green-Methode angewendet,
weshalb nur diese hier beschrieben wird. SYBR®Green ist ein asymmetrischer Cyanin-

Farbstoff, der in doppelstriangige DNA interkaliert und griines Licht emittiert.

Wahrend eines PCR-Zyklus liegt die DNA nach der Denaturierung einzelstrangig vor und
keine SYBR®Green-Fluoreszenz ist messbar (siehe Abbildung 15). Sobald die Primer sich
an die Einzelstrange anlagern und die Kettenverlangerung beginnt, nimmt der Anteil der
doppelstangigen DNA und somit auch die SYBR®Green-Fluoreszenz zu. gPCR-Maschinen
detektieren nach jedem PCR-Zyklus diese Fluoreszenz, so entsteht nach Ublicherweise 40

Zyklen eine Fluoreszenz-Zeit-Kurve.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des qPCR-Prozesses mit SYBR®Green. Im ersten Schritt (A) wird das als
doppelstrangige DNA vorliegende Template denaturiert, SYBR®Green kann nicht mehr interkalieren. Es folgt die
Primer Anlagerung (B) und ausgehend von diesen die Kettenverldngerung der beiden Stringe (C). Die SYBR®Green-

Fluoreszenz nimmt proportional zur Kettenlinge zu. Am Ende (D) liegen zwei doppelstringige DNA-Stringe vor, die
ein SYBR®Green-Signal erzeugen. Modifiziert nach 1221]

Als Beurteilung fur die jeweils erfolgte Amplifikation dient der sogenannte c(t) Wert
(Abbildung 16), dieser stellt die Zykluszahl innerhalb der PCR dar, bei welcher die
Fluoreszenz einen gewissen Schwellenwert (berschreitet und somit eine signifikante
Amplifikation stattgefunden hat. Der c(t) Wert hangt proportional mit der in der Probe
enthaltenen Menge an cDNA des Zielgens ab. Je kleiner der c(t) Wert desto mehr
Ausgangsmaterial war vorhanden. Fiir die quantitative Auswertung der Daten wird eine
sogenannte AAc(t) Analyse durchgefiihrt. Hierbei werden die in der qPCR gewonnenen
Daten (c(t) Werte) der zu untersuchenden Gene (genes of interest GOI) mit denen der
Haushaltsgene (housekeeping genes) verrechnet. Durch diesen Schritt wird das

Expressionslevel der Markergene auf das der Housekeeping-Gene genormt.

Plateau

Exponentielle
Phase

Fluoreszenz

Schwellenwert

—

Kein Template

Basislinie PCR Zyklen

Abbildung 16: Schematische Darstellung einer qPCR-Kurve.
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Housekeeping-Gene stellen Gene dar, die ein konstantes Expressionslevel in den
verwendeten Geweben oder Zellen aufweisen, welches auch durch die im Experiment
angewendeten Behandlungen nicht verdndert wird. Durch die Verwendung von
mindestens zwei unterschiedlichen Housekeeping-Genen erlangen die gPCR-Ergebnisse
eine hohere Aussagekraft. Fiir die Berechnung des Expressionslevels wird der nicht-
differenzierten Kontrolle ohne Partikel der Wert 1 zugeordnet und die Expression der
behandelten Proben in Relation dazu ausgegeben. Die relative Genexpression wird

hierbei mit folgender Formel berechnet [222],

Formel 1: Berechnung der normalisierten Genexpression AAc(t). RQ: relative Genexpression.

RQ
Sample (GOI)
Normalisierte Genexpression (AAc(t)) =
[RQ X RQ X RQ 11/n
Sample (Ref 1) Sample (Ref 2) Sample (Ref n)

Nach dem Durchlaufen der gewahlten PCR-Zyklen (liblicherweise ca. 40) kann zusatzlich
eine Schmelzkurvenanalyse erfolgen. Diese dient dem Nachweis, dass in der jeweiligen
PCR-Reaktion tatsachlich nur ein (das gewiinschte) Produkt gebildet wurde und nicht
zusatzlich noch Nebenprodukte oder Primerdimere. Beide wiirden zu einem
falschpositiven Fluoreszenzsignal und somit zu falschen Ergebnissen fiihren. Die
Schmelzkurvenanalyse, die einen Temperaturgradienten von 95 °C-65 °C in 0,5 °C
Schritten darstellt, erlaubt die Unterscheidung einzelner Produkte anhand ihrer
Schmelztemperatur. Die Schmelztemperatur Ty, ist diejenige Temperatur, bei der die
Halfte der DNA doppelstrangig und die andere Halfte einzelstrangig vorliegt. Diese
Temperatur hangt sowohl von der Ldnge der DNA, als auch von ihrer

Nukleotidzusammensetzung ab.
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7 Material

7.1 Gerite

-80 °C Gefrierschrank Hera Freeze Top
Absaugpumpe Vacusafe comfort
Brutschrank Inkubator C200

CLSM Leica SP5 Il mit CW-STED

CyFlow ML, Messprogramm FloMax 2.6
Invertiertes Mikroskop CKX41
Magnetom Trio (3T)

PCR Maschine Mastercycler EP Gradient S

Pipetten

Plate Reader Infinite M1000, Software i-control

1.6.19.0

pPCR CFX96 mit C1000 Thermal Cycler
Stickstoff Zelltank LS6000

Wasserbad

Zentrifuge 5810R

Zentrifuge 5430

Cytopspin 3

FACS Canto Il

Zellzahlgerat TC10

Sicherheitswerkbank Flow Safe C-[Max Pro]*-130

Pipettierhilfe Accujet Pro
Vortexer Reax Control

Nanodrop 8000
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Thermo Scientific, Karlsruhe, Germany

IBS Integra Bioscience,Fernwald, Germany
Labotect, Gottingen,Germany

Leica

Partec, Gorlitz, Germany

Olympus, Hamburg, Germany

Siemens, Germany

Eppendorf, Hamburg, Germany
Eppendorf, Hamburg,Germany

Tecan, Crailsheim, Germany

Biorad, Miinchen, Germany
Taylor-Wharton, Mildstedt, Germany
Memmert, Schwabach, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany
Thermo Scientific, Karlsruhe, Germany
BD, Heidelberg, Germany

Bio-Rad, Miinchen, Germany

Berner International, ElImshorn, Germany
Brand, Wertheim, Germany

Heidolph, Schwabach, Germany

Thermo Scientific, Karlsruhe, Germany
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7.2 Verbrauchsmaterial

FACS Rohrchen 3,5 mL PS

3-Boden Zellkulturflaschen Nunclon Surface
Eppendorf-ReaktionsgefalRe

15&50 mL Falcons Cell Star

Serologische Einmalpipetten

Sterile Pipettenspitzen

Unsterile Pipettenspitzen

Well-Platten fur Zellkultur

PCR Platten Low 96 well clear

8 well real time low profile PCR Tubes, clear
PCR Sealer Microseal "B"Film

384 well, low volume, flat bottom
Cytotrager

Filtercards Thick white for use with 0,5 mL
samples

CellTrics 30um green

IBIDI Treat 60 um dish

7.3 Reagenzien

7-Aminoactinomycin-D

o-MEM

CellMask™ Orange

Ciprofloxacin

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DPBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline)
DRAQS5 Zellkernfarbstoff
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Sarstedt, Niimbrecht, Germany
Nunc, Wiesbaden,Germany
Eppensdorf, Hamburg, Germany
Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany
Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany
Biozym, Hess, Germany

Eppendorf, Hamburg,Germany

Cellstar Greiner Bio-one, Frickenhausen,
Germany

Bio-Rad, Miinchen, Germany

Brand, Wertheim, Germany

Bio-Rad, Miinchen, Germany

Corning, Wiesbaden, Germany

Thermo Scientific, Karlsruhe, Germany

Thermo Scientific, Karlsruhe, Gemany

Partec, Gorliltz, Germany

Ibidi, Martinsried, Germany

Sigma, Miinchen, Germany oder Alexis
Biochemicals, Lausen, Switzerland
Lonza, Kéln, Germany

Invitrogen, Karlsruhe, Germany

Fluka, Buchs, Switzerland

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Germany
Biostatus Limited, Shepshed,

Leicestershire, United Kingdom



Material

FCS

Pyruvat
Streptomycin/Penicillin
Trypan-Blau (0,4% Losung)
Trypsin

May Griinwald Farbelosung
Giemsa modifed Farbelosung
HTRF IL-6 und IL-8

iScript cDNA Synthesis Kit

Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM),

Wachstumsfaktoren und Zytokine hHSC
Differenzierung

Antikorper

hMSC Adipogenic Bulltetkit
o -MEM

Ciprofloxacin

OilRed O

Hematoxilin- Harris

NH Chrondro Diff Medium
Methylenblau nach Loffler
NH Osteo Diff,

SigmaFAST BCIP/NBT

Top VisionTM LM GQ Agarose
RNeasy Mini Kit

iQ SYBR Green Supermix
Kaliumhexacyanoferrat Il
DMSO Hybri-Max

BMP-2 (rekombinantes Protein)

RNase away
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Invitrogen, Karlsruhe,Germany

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Invitrogen, Karlsruhe,Germany

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Invitrogen, Karlsruhe,Germany

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
HTRF Cisbio, Codolet, France

Bio-Rad, Miinchen, Germany
Invitrogen, Karlsruhe, Germany

R&D Systems, Minneapolis, USA

BD, Heidelberg, Germany

Lonza, Basel. Switzerland

Lonza, Basel, Switzerland

Fluka, Buchs, Switzerland

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Miltenyi Biotec

Carl Roth, Karlsruhe, Germany
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Fermentas

Qiagen, Hilden, Germany

Bio-Rad, Miinchen, Germany

Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA
R&D Systems, Minneapolis, USA

Molecular BioProducts, San Diego, CA, USA



Material
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8 Durchfiihrung

8.1 Zellkultur

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSCs) wurden aus Knochenmarkaspiraten oder
Hiftgelenken mit Einwilligung der jeweiligen Spenderperson gewonnen. Diese Studien
wurden von der Ethikkommission der Universitat Ulm und Freiburg bewilligt. Primare

[223] gewonnen und in a-MEM mit 20%

hMSCs wurden nach einer bekannten Methode
FCS, 100 Einheiten Penicillin und 100 pg/mL Streptavidin, 1 mM Natriumpyruvat und
0,6% Ciprofloxacin in einem befeuchteten Brutschrank bei 37 °C und 5% CO, kultiviert.
Die Zellen wurden bei ca. 80% Konfluenz passagiert, indem sie einmal mit PBS
(phosphate buffered saline: Phosphatgepufferte Salzlosung ohne Magnesium und
Kalzium lonen) gespilt und 10 min mit 0,5% Trypsin inkubiert wurden. hMSCs wurden

flir die Differenzierungsversuche bis Passage 5 und fiir Partikelaufnahmetests bis

Passage 10 verwendet.

8.2 Durchflusszytometrie

Fir Partikelaufnahme und Toxizitatstests wurden MSCs in einer Dichte von 10.000
Zellen/cm? in 6-well Platten ausgesit. Nach Erreichen der Adhirenz (iiber Nacht) wurden
die Zellen mit 300 pg/mL Partikel fir 24 h inkubiert und anschlieRend am CyFlow ML
analysiert. hHSCs wurden in einer Dichte von mindestens 0,5 x10° Zellen pro 12-well
ausgesat, direkt mit 300 pg/mL Partikel fir 24 h inkubiert und am BD Canto Il gemessen.
Die Probenvorbereitung ist fiir beide Zelllinien identisch. Die Zellen wurden einmal mit
PBS gewaschen, im Fall eines Toxizitatstests mit 28,6 mg/mL 7-AAD fur 15 min im
Dunkeln inkubiert, anschlieBend noch einmal mit PBS gewaschen und im

Durchflusszytometer analysiert.
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Das Signal der Vorwartsstreuung der Zellen (FSC) wird gegen das Signal der
Seitwartsstreuung (SSC) aufgetragen und in diesem Plot die Zellpopulation ermittelt. Die
Fluoreszenzmessung der verwendeten PMI-Partikel erfolgt im FL1-Kanal (Anregung 488
nm, Detektion 527 nm), das 7-AAD Signal wird im FL3-Kanal (Anregung 488 nm,
Detektion 682 nm) gemessen. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Software
FCS Express V3 (De Novo Software, CA, USA). Die ermittelten Werte des PMI-Signals
stammen aus dem Median des Fluoreszenzhistogramms. Das 7-AAD-Signal wurde gegen
das PMI-Signal aufgetragen, in diesem Diagramm wurden drei Populationen festgelegt,
die lebende, apoptotische und tote Zellen darstellen. Die prozentualen Zellanteile in der

jeweiligen Population wurden als Ergebnis des Toxizitdtstests angegeben.

8.3 cLSM Probenvorbereitung

hMSCs wurden in einer Konzentration von 10.000 Zellen / IBIDI Treat ausgesat.
Partikelzugabe und Inkubation erfolgt analog zu 8.2. Nach Beendigung der
Partikelinkubation wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in PBS belassen.
Zur besseren Darstellung wurde der Zellkern mit dem Farbstoff DraQ5 (1,25 nmol/mL)
und die Zellmembran mit Cell Mask Orange (1,25 pug/mL) angefarbt. Die Analyse mit dem
cLSM erfolgte unmittelbar im Anschluss. PMI wurde hierbei analog zu den
durchflusszytometrischen Messungen bei 488 nm angeregt und das Fluoreszenzsignal
bei 510-540 nm ausgelesen. Der Zellmembranfarbstoff Cell Mask Orange wurde mit 543
nm angeregt und bei 565-585 nm ausgelesen. Der Kernfarbstoff DraQ5 wurde mit 633
nm angeregt, die Detektion des Fluoreszenzsignals erfolgte bei 650-670 nm. Fir die
Aufnahmen wurde ein 63 x Ol Objektiv (HCX PL APO CS 63x/1,4 -0,6 oil) verwendet. Alle
Bilder wurden im seriellen Modus, d.h. nach Fluoreszenzkandlen getrennt,

aufgenommen. So wurde ein Crosstalk zwischen den einzelnen Kanédlen vermieden.
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8.4 Differenzierung von hMSCs

Alle Zellen wurden vor der Induktion der Differenzierung 24 h lang mit 300 pg/mL

Partikel inkubiert.

8.4.1 Adipogene Differenzierung

hMSCs wurden in 6-wells (Histologische Farbung) oder 12-wells (RNA Isolierung) in einer
Dichte von 2x 10* Zellen/cm? ausgesat und bis zur Konfluenz in o—MEM mit den oben
genannten Zusatzen kultiviert. Die Differenzierung wurde durch Zugabe von Adipogenic
Induction Medium induziert und drei Wochen lang das Medium zweimal die Woche
gewechselt (abwechselnd Adipogenic Induction Medium und Adipogenic Maintenance
Medium). Danach folgte eine Woche Kultivierung in Adipogenic Maintenance Medium.
AnschlieBend erfolgte entweder eine RNA-Isolierung oder eine histologische Farbung

mit Oil Red-0O.

8.4.2 Chondrogene und osteogene Differenzierung

hMSCs wurden in 6-wells (Histologische Farbung) oder 12-wells (RNA-Isolierung) in einer
Konzentration von 0,5x 10* Zellen/cm® ausgesit. Die Differenzierung wurde durch
Zugabe von NH Chrondro Diff Medium bzw. NH Osteo Diff Medium nach Erreichen der
Konfluenz induziert und 24 Tage lang weiter kultiviert, wobei zweimal die Woche ein

Mediumwechsel erfolgte.
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8.5 Histologische Firbungen

8.5.1 Nachweis der Alkalischen Phosphatase

Die osteogene Differenzierung wurde auf histologischer Ebene mit dem Nachweis der
Alkalischen Phosphatase Aktivitat belegt. Hierfiir werden die Zellen zweimal mit PBS
gespllt und anschlieBend fiir 1 h mit 4% Formaldehyd fixiert. Die fixierten Zellen wurden
30 min im Dunkeln mit der Farbel6sung (1 Tablette SigmaFAST BCIP/NBT in 10 mL Aqua
dest. 16sen) inkubiert, danach zweimal mit Aqua dest. gewaschen und am inversen
Lichtmikroskop fotografiert. Durch die Farbung werden Stellen mit Alkalischer

Phosphataseaktivitat violett dargestellt.

8.5.2 Methylenblau Firbung

Der Nachweis der chondrogenen Differenzierung erfolgte mit Hilfe der
Methylenblaufarbung, hierbei werden die Bestandteile der extrazellularen Matrix, die
wahrend der Differenzierung entsteht, angefarbt. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen und mit Methanol fir 5 min fixiert. AnschlieRend wurden die Zellen
mindestens 1,5 h getrocknet. Die Farbung erfolgte fir 1,5 h mit Methylenblau-Losung
nach Loffler im Dunkeln. Die Zellen wurden zum Abschluss zweimal mit Aqua dest.

gespllt und am inversen Lichtmikroskop analysiert.

8.5.3 Oil Red-O Farbung

Die wahrend der adipogenen Differenzierung entstehenden Fettvakuolen wurden mit
dem lipophilen Farbstoff Oil Red-O nachgewiesen. Die Zellen wurden hierfiir zweimal
mit PBS gewaschen und fir 45 min mit 4% Formaldehyd fixiert, anschliefend zweimal
mit Aqua dest. gespult und ein zweites Mal mit 60% Isopropanol fir 4 min fixiert. Fir die
Farbung wurde die Oil Red-O-Stocklésung (300 mg Oil Red-O auf 100 mL Isopropanol)
3:2 mit Aqua dest. gemischt und fir 5 min auf die Zellen gegeben. Die Zellen wurden
solange mit Leitungswasser gesplilt, bis das Wasser klar war. Als Gegenfarbung wurde

mit Hematoxilin-Harris gefarbt. Dies ermoglicht die Darstellung des Zellkerns in
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blauviolett. AnschlieBend wurde wieder solange mit warmem Leitungswasser gesplilt,

bis das Wasser klar war. Die Analyse der Proben erfolgte am inversen Lichtmikroskop.

8.6 Differenzierung von hHSCs

hHSCs wurden im Stammzelllabor des Universitatsklinikum Mainz mit Einwilligung der
Spender durch CD34"-Selektion durch Apherese gewonnen. Diese Studie wurde von der
Ehtikkommission Rheinland-Pfalz genehmigt. Die Zellen wurden fiir jeden Versuch frisch
aufgetaut und mit den in Tabelle 1 angegebenen Zusdtzen nach (2241 i die jeweilige
Richtung differenziert. Als Basismedium diente IMDM mit 10% FCS, 100 Einheiten
Penicillin und 100 pg/mL Streptavidin. Die Zellen wurden fiir eine Dauer von 11 Tagen
bei 37 °C und 5% CO; in einem befeuchteten Brutschrank kultiviert. Vor Beginn der
Differenzierung wurden die Zellen fir 24 h mit 300 pg/mL Partikel in Basismedium
inkubiert, die Gberschissigen Partikel wurden anschlielend mit PBS  weggewaschen und
die Differenzierung gestartet. Fir Partikelaufnahme- und Toxizitdtstests wurden die
Zellen genauso behandelt, jedoch nicht differenziert, sondern direkt nach 24 h

analysiert.

Tabelle 1: Ubersicht der Zusitze fiir die Differenzierung von hHSCs.

Differenzierungsrichtung Zusatze

Erytropoese SCF (50 ng/mL), Flt 3 ligand (50 ng/mL), IL 3
(10 ng/mL), EPO (10 U/mL)

Granulopoese SCF (50 ng/mL), FIt 3 ligand (50 ng/mL), IL 3
(10 ng/mL), G — CSF (10 ng/mL), GM- CSF (10
ng/mL)

Megakaryopoese SCF (50 ng/mL), FIt 3 ligand (50 ng/mL), TPO
(20 ng/mL)
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8.7 CD-Oberflichenmarker Firbung

Die CD-Oberflaichenmarker differenzierter hHSCs wurden mit Hilfe einer
Antikorperfarbung nachgewiesen. Die fir die jeweilige Differenzierungsrichtung

spezifischen CD-Marker sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.

Tabelle 2: Ubersicht der fiir den Nachweis der Differenzierung der hHSCs verwendeten CD-Marker.

Differenzierungsrichtung CD-Marker
Erytropoese CD71, CD235a
Granulopoese CD11b, CD15
Megakaryopoese CD41a, CD42b

Fir die Antikorperfarbung wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, wieder
resuspendiert und mit den entsprechenden Antikdrpern versehen. Die Zellen wurden fir
15 min bei 4 °C gefarbt und anschlieBend nochmals mit PBS gewaschen. Es folgte eine
Fixierung der Zellen mit 1% Formaldehyd in PBS. Die Antikdrperfarbung wurde im

Durchflusszytometer gemessen und ausgewertet.

8.8 Pappenheim-Firbung

Diese Farbung dient dem histologischen Nachweis der hHSC Differenzierung. 500 pL
differenzierte Zellen mit einer Konzentration von 4 x 10°/mL in PBS wurden in eine
Cytospin-Kammer, die mit entsprechenden Filterkarten und Cytotragern bestlickt waren,
gefillt und fir 5 min bei 700 rpm zentrifugiert. Anschlieflend wurde die Kammer
vorsichtig auseinander gebaut und das Praparat fiir mindestens 1 h an der Luft
getrocknet. Fir die Farbung wurde der Objekttrager fir 3 min mit May-Griinwald-
Farbelosung bedeckt. AnschlieRend wurde die gleiche Menge Ampuva (pH 7,2)
dazugegeben und fir weitere 5 min inkubiert. Der Objekttrager wurde danach sofort in
ein neues Farbefach Uberfiihrt und mit 1:10 in Ampuva (pH 7,2) verdiinnter Giemsa

Farbeldsung fir 20 min inkubiert. Die gefarbten Objekttrager wurden mit Ampuva (pH
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7,2) gespiilt und anschlieBend an der Luft getrocknet. In Tabelle 3 sind die jeweiligen

Farbeergebnisse der unterschiedlichen Blutzellen aufgefiihrt.

Tabelle 3: Darstellung unterschiedlicher Blutzellen nach einer Pappenheim Farbung.

Zellbestandteile Farbeergebnis
Leukozyten-Kerne rotviolett
Lymphozyten-Zellplasma hellblau
Monozyten-Zellplasma grau-blau
Thrombozyten blau mit violettem Kern
Neutrophilen-Granula hellviolett
Eosinophilen-Granula rotbraun
Basophilen-Granula dunkelviolett-schwarz
Erythrozyten blassrosa

8.9 RNA-Isolierung

Die Isolierung der kompletten RNA erfolgte mit Hilfe des RNeasy Kits von Qiagen, fir
einen besseren Zellaufschluss wurden Qiashredder-Sdulchen verwendet. Die
Durchfiihrung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die Elution der RNA erfolgte
mit zweimal 20 pL RNase freiem Wasser. Die Konzentration und Qualitat der RNA wurde

vor der cDNA-Synthese mit Hilfe des Nanodrops bestimmt.

8.10 cDNA-Synthese

500 pg RNA wurden mit Hilfe des iScript cDNA Synthese Kits von Bio-Rad in einem 20 pl
Ansatz nach Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben. Anschliefend erfolgte

eine Qualitatskontrolle und Konzentrationsbestimmung am Nanodrop.
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8.11 Quantitative real-time-PCR (qPCR)

gPCR-Reaktionen wurden mit dem iQ SYBR® Green-Supermix von Bio-Rad in einem
CFX96 Real-Time-Detektions-System von Bio-Rad durchgefiihrt. Das verwendete

Programm enthalt folgende Komponenten:

- Initiale Denaturierung 3 min 95 °C

- 95°C10s

- 60°C10s 40 Zyklen

- 72°C30s

- 60°C10s

- 72°C30s

- Schmelzkurvenanalyse (65 °C bis 95 °C mit einer SchrittgréBe von 0,5

°C) 5 min

Die Ergebnisse wurden mit Hilfe des CFX-Managers von Bio-Rad ausgewertet. Die
Expression von Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und B2-
Mikroglobulin (B2M) wurde fiir die Normalisierung der Genexpressionslevel bei hMSC
Versuchen verwendet (Housekeeping Gene).Die Expression der 18s-RNA wurde bei hHSC
Versuchen als Housekeeping-Gen verwendet. Die normalisierte relative Genexpression
der einzelnen Markergene wurde mit Hilfe der AAc(t)-Methode berechnet, hierbei
wurde die Expression der nicht behandelten nicht differenzierten Probe auf 1 gesetzt.
Die Genexpression Ac(t) wurde berechnet, wenn das Zielgen nicht in der Tag O Probe

exprimiert wurde.

In Tabelle 4 sind alle verwendeten Primer mit ihrer Sequenz und der ProduktgréRe

aufgefihrt.
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Tabelle 4: Sequenz der fiir die qPCR verwendeten Primer.

Forward Reverse PCR Annealing
Produktlin Temperatu
ge [bp] r
ra
GABDH (Glyceraldehyde AATGAAGGGGTCATTGATGG AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA 108 60
3-phosphate
dehydrogenase)
B2M (B2 microglobulin) TCTCTGCTGGATGACGTGAG TAGCTGTGCTCGCGCTACT 90 60
FABP4 (fatty acid binding TGATGATCATGTTAGGTTTGGC TGGAAACTTGTCTCCAGTGAA 106 60
protein 4)
CIDE 3 (cell death- CAGTTGTGCCATCTTCCTCC AAGGGCATCATGGCTTACAG 109 60
inducing DFFA-like
effector c)
TIMP4 (TIMP GGCTCGATGTAGTTGCACAG ACGCCTTTTGACTCTTCCCT 125 60
metallopeptidase
inhibitor 4)
Osteopontin CTC AGG CCA GTT GCA GCC GCC ACA GCATCT GGG TATTT 177 60
ALPIII (alkaline CCT CGG AAG ACA CTCTGA CC CCA CCA AAT GTG AAG ACG TG 61 60
phosphatase)
RAP1GA1 (RAP1, GTPase ACAGGTCTAGTGCCTGAGGG CCCTTGGGGTGGACAAG 90 63
activating protein 1)
GPE (Glycophorin E) CACACCAGTGGTACTTGATGC TGCACTAACTTCAGGAGCCA 110 60
ARHGAPS8 (Rho GTPase TCTCTCTTGCCCAGGTCACT ATTCCACCTGTGCCCACC 109 63
activating protein 8)
CEACAM GAGAGGCCATTTTCTTGTGG GGGACGTATTGGTGTGAGGT 104 63
(Carcinoembryonic
antigen related cell
adhesion molecule1)
P2RY13 (G protein TGTCATTATCAAGTCGGCCA CTTTGGCTCTGTGGGTGTTT 92 60
coupled receptor 86)
IL2RA (Interleukin 2 TAGGCCATGGCTTTGAATGT ACTGCTCACGTTCATCATGG 96 63
receptor alpha)
ITGA2B (Integrin, alpha2b | CTCCAGGGGCACAGGAAC ACTTCCACAAGGACAGCCAT 106 60
(CD41b)),
PBX1 (Pre B cell leukemia | GTCTGTGGGTTCCTCCTCCT AACTGCCACAGAATGAAGCC 102 60
transcription factor 1)
TREM2 (Triggering AGTCATAGGGGCAAGACACC CCGGCTGCTCATCTTACTCT 107 60
receptor expressed on
myeloid cells)
18 s RNA (RRN18S) Kommerzieller ~ Primer von | www.tataa.com 60
tataabiocenter (Bestandteil
Reference Gene human Panel)
RUNX2 runt-related CCTAAATCACTGAGGCGGTC CAGTAGATGGACCTCGGGAA 91 60
transcription factor 2)
SOX9 SRY (sex GTAATCCGGGTGGTCCTTCT GACGCTGGGCAAGCTCT 106 60
determining region Y)-box
9)
TGFB1 (transforming CTTCCAGCCGAGGTCCTT CCCTGGACACCAACTATTGC 92 60
growth factor, beta 1)
Agg2 (Aggrecan) TCT GTA ACC CAG GCT CCA AC CTG GCA AAA TCC CCA CTA AA 199 60
Coll2 (Collagen 2) CGCACCTGCAGAGACCTGAA TCTTCTTGGGAACGTTTGCTGG 162 60
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8.12 HTRF-Assay

Die quantitative Bestimmung des IL-6 und IL-8 Levels im Uberstand einer Zellkulturprobe
wurde mit Hilfe der Human IL-6 und Human IL-8 HTRF®-Assays von Cisbio Bioassays
durchgefiihrt. Hierbei wurde das vom Hersteller angegebene Zell-Uberstandprotokoll
verwendet. Als Material fiir diese Tests dienten die Uberstidnde von Zellkulturen. Diese
wurden in einer Dichte von 20.000 Zellen/cm?in 12-well Platten (hMSCs) oder 0,5 x 10%/
12-well (hHSCs) ausgesat und mit 300 pg/mL Nanopartikel fir 24 h inkubiert. Die Partikel
wurden durch zweimaliges Spilen mit PBS entfernt und die Zellen fir 5 Tage mit
frischem Medium inkubiert (hMSCs a-MEM; hHSCs IMDM mit zuséatzlich SCF und Ftl 3-
Ligand). Die Tests wurden in 384-well Platten in 20 puL Reaktionen durchgefiihrt und im
Platereader mit den Einstellungen des Herstellers gemessen. Die Daten wurden
anschlieffend mit der Magellan V6.6 Software von Tecan analysiert und basierend auf

einer Kalibrationskurve (im Kit enthalten) quantitativ ausgewertet.

8.13 Probenvorbereitung fiir MRT Messung

Die zu messende Probe wird mit 2 % Low melt Agarose , welche mit 1x PBS angesetzt
wurde, vermischt und die Agarose blasenfrei in ein Well eines Cultureslides aus
Polystyrol. gefiillt. Der Cultureslide wird in einem 50 mL Falkon komplett mit 2 % Low
melt Agarose vergossen. Dieser Falkon wird in einer speziell angefertigten Kleintierspule

(Kerstin Minnemann, MPIP) im MRT vermessen.

8.14 MRT Messung

Die Messung der Proben erfolgt in der Universitatsklinik Mainz an einem 3T MRT Gerat
(Magnetom TRIO, Siemens) mit einer speziell angefertigten Messspule durch Kerstin

Minnemann und Stefan Weber.
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8.15 Auswertung der MRT Messdaten

Die Auswertung der MRT Daten erfolgt mit den Programmen Imagel, Microsoft Excel
und Origin. Bei diesem Auswertungsprozess werden aus den Graustufen des MRT Bilds
Uber mehrere Rechenschritte die Relaxationszeiten 1/T1, 1/T2 und 1/T2* berechnet. In
Image) werden die MRT Aufnahmen im Stack zu einem Graustufenbild umgewandelt
und die hieraus resultierenden Signalintensitaten fir die Berechnung der

Relaxationszeiten verwendet. Hierzu werden in Origin folgende Fitformeln benutzt:

T1:

Sl= abs(A0*(1-2*FA*exp (-x/T1))

SI= Signalintentsitat, entspricht der Grauabstufung im MRT Bild
FA= Flipwinkel der MRT Messung, in der Regel 0,5
X=TI (Messzeit)

T2 und T2*:
SI=A0 *exp(-TE/T2)

SI= Signalintentsitat, entspricht der Grauabstufung im MRT Bild
AO= Parameter, der die Ausgangsmagnetisierung des verwendeten Materials angibt

TE= Messzeit

8.16 H1 NMR Messung

Die zu messenden Proben werden 3-mal mit Ampuwa gewaschen und anschliefend
Uber Nacht bei 110°C im Trockenofen getrocknet. Die getrocknete Probe wird einer
Mischung aus 2/3 70 % Perchlorsaure und 1/3 65 % Salpetersaure fiir 3 h bei 50°C im
Wasserbad verdaut. Die Proben werden am 7 T NMR mit dem 10 mm BB Probenkopf
vermessen (Parameter P1 222 us bei pL=3 dB). T1 wird lber einen Area Fit des Peaks

ermittelt.
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8.17 UV/VIS Messung

Die zu messenden Proben werden 3-mal mit Ampuwa gewaschen und anschlieBend
Uber Nacht bei 110°C im Trockenofen getrocknet. Die getrocknete Probe wird mit 5 M
HCI fiir 4 h bei 60°C im Wasserbad verdaut und diese Mischung anschlieBend im UV/VIS

bei einer Absorption von 351 nm gemessen.

8.18 Berliner Blaufirbung

Mit Hilfe der Berliner Blaufarbung werden Eisenaggregate im Zellinneren dargestellt. Die
Zellen werden 3-mal mit PBS gewaschen und nach einer 10 minitigen Fixierung in
Methanol an der Luft getrocknet. AnschlieRend werden die Proben im Well fiir 10 min
mit folgender Mischung gefarbt: 1:1 0,1 N HCl und 2% Kaliumhexacyanoferrat Il Losung
(diese wird mit Ampuwa frisch angesetzt). Nach der Farbung werden die Zellen einmal
mit Ampuwa gewaschen und fiir 10 min mit Hamatoxilin Eosin gegengefarbt. Zum
Schluss werden die Zellen erneuert 3-mal mit Ampuwa gewaschen und bei
Raumtemperatur getrocknet. Die Auswertung erfolgt an einem inversen Mikroskop mit

Farbkamera.

8.19 Statistische Analyse

Alle Ergebnisse werden als arithmetisches Mittel mit Standardabweichung angegeben.
Soweit es nicht anders vermerkt ist, wurden alle Versuche dreimal durchgefiihrt, wobei
die einzelnen Durchgange jeweils auch mindestens mit Duplikaten durchgefiihrt worden
sind. Die Daten der gPCR und HTRF-Assays wurden mit einer einfachen Varianzanalyse
(one way ANOVA) mit nachfolgendem Tukey's Multiple Comparison Test mit Hilfe der
Software Prism®5 (GraphPad Software) untersucht. Eine statistische Differenz von p<
0,05 wird als signifikant angesehen. Die Signifikanz einzelner Ergebnisse wird in
Abbildungen wie folgt dargestellt: p> 0,05 ns (nicht signifikant), p< 0,05 *, p< 0,01 **, p<
0,001 ***,
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9 Ergebnisse und Diskussion

9.1 Charakterisierung der verwendeten Nanopartikel

Als Modelsysteme zur systematischen Untersuchung des Einflusses von polymeren
Nanopartikel auf hMSCs und hHSCs wurden bioinerte Polystyrol-Partikel und
bioabbaubare PLLA-Partikel ausgewahlt. Die Polystyrol-Partikel wurden mit Hilfe der
Miniemulsionstechnik [218], die PLLA-Partikel mit Hilfe einer Kombination von
Miniemulsion und Emulsion/ Lésungsverdampfungs-Technik [219, 220] hergestellt.
Beide Modelsysteme wurden in verschiedenen Arbeiten der Arbeitsgruppe fir
unterschiedliche Zellversuche verwendet. Bei der Wahl der in dieser Arbeit verwendeten
Nanopartikel wurde darauf geachtet, nur bestimmte Parameter der Partikel zu variieren
(Oberflachenfunktionalisierung, Tensid oder Polymer). In Tabelle 5 sind alle in dieser
Arbeit verwendeten Partikel mit ihren Eigenschaften aufgefiihrt. Abbildung 17 zeigt TEM

(Transmissionselektronenmikroskopie) Aufnahmen der Partikel.

Abbildung 17: Transmissionselektronenmikroskopieaufnahmen unterschiedlicher Nanopartikel A: AM-NSC5-2PM;
B: AM-SC-PM; C: AM-SL-PM; D: AM-ASS5-PS; E: AM-SS-PS; F: MU119 55zdz N11-N14. Bilder A —E von Anna
Musvyanovych, F Dissertation Markus Urban.
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Tabelle 5: Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Nanopartikeln. Partikel, die auch fiir Differenzierungsversuche verwendet wurden, wurden mit einer Bezeichnung im Text
versehen.

Name Hersteller Bezeichnung Funktionelle  Oberflachen- Partikelinhalt Tensid [/} Zeta Potential
Polymer
im Text Gruppen/ nm’ funktionalisiertung [nm] [mV]

AM-SS-PS A. Musvyanovych  PS Polystyrol PMI SDS 116 -45

AM-SC-PM A. Musvyanovych Polystyrol PMI CTMA-CI 100 +49

AM-SL-PM A. Musvyanovych Polystryrol PMI Lutensol 175 +4

MU111-1zd N4 M.Urban PLLA PLLA PMI SDS 131 -29
(140,000

g/mol)
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9.2 Interaktion von Nanopartikeln mit hMSCs [225]

Die Auswirkungen unterschiedlicher NP auf das Differenzierungsverhalten von hMSCs
wurde immer in gleicher Weise getestet. Zu Beginn der Arbeit wurde eine zu
inkubierende Partikelmenge von 300 pug/mL festgelegt. Hierbei handelt es sich um eine
relative hohe Partikelkonzentration. Diese sollte jedoch fir einen mdoglichst
aussagekraftigen Effekt sorgen oder, wenn keine Effekte zu beobachten waren, zeigen,
dass diese Partikel auch in hohen Konzentrationen keinen Effekt auf die Zellen haben.

Als Inkubationszeitraum wurde 24 h festgesetzt.

Im ersten Schritt wurde die zellulare Aufnahme und Toxizitdt eines Partikels mittels
Durchflusszytometrie und cLSM getestet. Zeigten diese Messungen sowohl eine gute
Aufnahme als auch keine oder nur eine geringe Toxizitdt, wurden sie fir
Differenzierungsversuche eingesetzt. Gleichzeitig wurde die Zellfunktionalitat Gberpriift.

Hierbei wurde die Zytokinsekretion als MakR fiir die Zellfunktionalitdt untersucht.

9.2.1 Partikelaufnahme und Toxizitdit

Im Rahmen der Differenzierungsversuche sollen unterschiedliche Materialien, Tenside
sowie Oberflachenfunktionalisierungen auf ihre Wirkung auf hMSCs getestet werden.
Hierzu wurden zwei Sets aus ungefahr gleich groflen Polystyrol NP (hergestellt von Anna
Musvyanovych) gewadhlt, die jeweils aus einem funktionalisierten und einem
unfunktionalisierten NP bestehen und ebenfalls mit dem gleichen Tensid mittels

[226] (vergleiche auch Tabelle 5). Diese Partikel dienen

Miniemulsion hergestellt wurden
als Modelsystem fiir bioinerte NP. Als Modelsystem fiir bioabbaubare NP wurden die
PLLA NP von Markus Urban gewahlt (2271, Gleichzeitig konnte mit dem PLLA-System der

Einfluss von Magnetit in Partikeln auf hMSCs getestet werden.

Die  Polystyrol-NP  zeigen im  Durchflusszytometer ein  unterschiedliches
Aufnahmeverhalten, abhangig von der jeweiligen Oberflichenfunktionalisierung und
dem verwendeten Tensid (vergleiche Abbildung 18). Die Partikel mit Lutensol als Tensid

zeigen hierbei das schl