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Zusammenfassung

Zahngewebe enthilt adulte Stamm- bzw. Vorlduferzellen, welche zunehmend Bedeutung
gewinnen in der biologischen und medizinischen Forschung, sowie neue Therapieansétze
ermdglichen. Ziel dieser Arbeit war eine Charakterisierung der isolierten dentalen Zellen mit
Hilfe unterschiedlicher experimenteller Ansdtze, um eine Einschitzung der Potenz hinsicht-

lich ihres Proliferations- und Differenzierungsvermogens vorzunehmen.

Aus dem apikalen Weichgewebe nicht-eruptierter menschlicher Weisheitszdhne wurden pri-
maire Zellkulturen angelegt und unter definierten Kulturbedingungen expandiert. Eine Ein-
ordnung der Potenz dieser Primérzellkulturen erfolgte iiber die Bewertung der osteogenen
und neurogenen Differenzierbarkeit. Die Untersuchungen wurden sowohl an Primérzellkultu-
ren als auch an deren abgeleiteten Subpopulationen vorgenommen. Der Zustand der kulti-
vierten Zellen und der Prozess ihrer Differenzierung wurden iiber eine qualitative und quanti-
tative Bestimmung von Markern erfasst. Die Bestimmung der Marker erfolgte auf mRNA-

und Proteinebene und ermoglichte es, die unterschiedlichen Kulturen zu beurteilen.

Bei osteogenem Stimulus reagierten die verschiedenen dentalen Primirzellkulturen mit je-
weils unterschiedlich stark ausgeprigten Kalzifizierungen. Sie zeigten zudem eine hohe Va-
riabilitidt und Diversitdt bei der Expression einiger Markergene. Die Expression von Bonesia-
loprotein und Osteokalzin wurde nur schwach reguliert und eignete sich nicht zur Darstellung
des Differenzierungsverlaufes. Eine signifikante Korrelation konnte zwischen der Expression
von alkalischer Phosphatase und dem Kalzifizierungsvermogen der jeweiligen Priméarkultur
festgestellt werden. Bereits vor der Durchfithrung der osteogenen Differenzierung ist somit
eine Potenzeinschétzung des Kalzifizierungsvermdgens einzelner dentaler Primérzellkulturen

moglich.

Nach neurogenem Stimulus zeigten die dentalen Zellen erhohte Expressionswerte fiir neuro-
gene Markergene. Die Zellen reagierten mit morphologischen Verdnderungen und bei lange-

rem Kulturverlauf mit Zellsterben.

Die Selektion und Charakterisierung von Subpopulationen unterschiedlicher Granularitit und

GroBe zeigte bei den Zellen unterschiedliche Expressionen einiger Oberfldchenproteine. Die



VII

Kultivierung dieser Zellen fiihrte nur aus einer der beiden Subpopulationen zu Proliferation

und bestitigte somit die gefundenen Unterschiede in der Expression.

Bei der Vereinzelung der dentalen Mischpopulationen konnten Zellen nachgewiesen werden,
die als Einzelzelle ohne das Umfeld anderer Zellen iiberlebten. Einige waren zudem in der

Lage zu proliferieren und Klone auszubilden.

Klone derselben Primédrkultur kalzifizierten bei osteogener Differenzierung. Sie wiesen je-
weils unterschiedliche Kalzifizierungsmuster auf, wobei die parallel differenzierten Zellen
desselben Klons vergleichbare charakteristische Strukturen besallen. Bei der Gegentiberstel-
lung der Oberflichenproteine eines Klons mit denen der entsprechenden Mischpopulation
konnten wiederum Unterschiede festgestellt werden. Die unterschiedliche Proliferations-
leistung einzelner Zellklone kombiniert mit jeweils verschiedenartiger Kalzifizierung unter-

streicht die variierende Potenz, die den einzelnen Zellen einer Mischpopulation zukommt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Techniken zur Isolation und Charakterisie-
rung von Subpopulationen der Stamm- bzw. Vorlduferzellen eingesetzt. Damit konnte ge-
zeigt werden, dass Zellkulturen aus Zahngewebe als Mischpopulationen zu verstehen sind.
Erstmals wurden Einzelzellkulturen detailliert beschrieben. Inwieweit diese Zellen fiir thera-

peutische Anwendungen in Frage kommen, ist in weiteren Studien zu kldren.
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1 Einleitung

1.1 Biologischer Hintergrund

1.1.1 Adulte Stammzellen

Stammzellen sind Korperzellen, die noch nicht vollstindig ausdifferenziert sind und sich
somit in ihrer Entwicklung noch spezialisieren konnen. Im adulten Organismus wurden in
vielen Geweben Stammzellen mit einem hohen Grad an Erneuerungs- oder Regenerationspo-

tential nachgewiesen (Young, Black, Jr., 2004).

So wurden Stammzellen aus Knochenmark, Haut, Pankreas, Skelettmuskeln, Herz, dem zent-
ralen Nervensystem und den Testis dokumentiert (Rickard et al., 1996; Toma et al., 2001;
Jankowski et al., 2002; Quaini et al., 2002; Gage, 2000; Conrad et al., 2008). Desweiteren
erfolgten Untersuchungen dentaler Gewebe (Gronthos et al., 2002; Miura et al., 2003; Kerkis
et al., 2006; Ivanovski et al., 2006).

Adulte Stammzellen haben im Organismus die Aufgabe der Reparatur und Regeneration. Die
menschliche Leber ist ein Beispiel fiir ein Gewebe, bei dem die Regenerationsmechanismen
sehr stark ausgeprigt sind. Unter normalen Umstidnden besitzt die Leber bei einem groflen
Hepatocyten-Verlust die Moglichkeit, durch eine starke regenerative Antwort eine vollstén-

dige Wiederherstellung des hepatischen Zellverbandes zu erreichen (Taub, 2004).

Die adulten Stammzellen haben definierte Aufenthaltsorte mit definierten Bedingungen, die
als Nischen bezeichnet werden. Das Umfeld einer Stammzelle ist so charakteristisch wie die
Zelle selbst (Spradling et al., 2001; Watt, Hogan, 2000; Nishimura et al., 2002). Es ergibt
sich eine gewebespezifische Situation mit den sogenannten Nischenfaktoren des lokalen Um-
feldes, welches es den Stammzellen unter anderem ermdglicht, undifferenziert zu bleiben.
Werden die Stammzellen im Organismus bendtigt, konnen sie durch entsprechende Stimuli
mobilisiert werden (FUCHS ET AL., 2004). Als Beispiel beschreibt Thesleff die epitheliale
Stammzellnische bei Nagetierzdhnen, welche ein kontinuierliches Wachstum der Incisivi

ermOglicht (Thesleff et al., 2007). Auch die Freisetzung von Blutstammzellen aus dem Kno-
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chenmark wie auch umgekehrt die Einnistung von Blutstammzellen in das Knochenmark, das
sogenannte ,,Homing“, sind wichtige Vorgidnge im Organismus und fiir Transplantationen

eine wesentliche Voraussetzung (Whetton, Graham, 1999).

Unter definierten Kulturbediungenen in vitro lassen sich die adulten Stammzellen in ver-
schiedene Gewebe differenzieren (Risbud, Shapiro, 2005; Tuan et al., 2003). Jedoch hat es
sich als schwierig erwiesen, die aus ihren Nischen im Organismus isolierten adulten Stamm-
zellen zu vermehren. Aufgrund der starken Verdnderung des Umfeldes und der resultieren-
den Anpassungsleistung differenzieren sie leicht aus und verlieren dabei ihre Stammzellei-

genschaften (Sherley, 2002).

Bei Transplantation adulter Stammzellen in Maus- oder Hithnerembryonen differenzieren sie
in Gewebe aus allen drei Keimblattern (Bronner-Fraser et al., 1980; Clarke et al., 2000) und

sind damit pluripotent (Pittenger et al., 1999; Martin-Rendon, Watt, 2003; Prockop, 2003).

Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass es sich bei der beobachteten Plastizitit zuweilen
auch um Artefakte handeln konnte (Raff, 2003; Raff, 2003; Wagers, Weissman, 2004). So
wurde nachgewiesen, dass in Muskeln ansdssige hdmatopoetische Zellen als Muskelstamm-

zellen fehlgedeutet wurden (Kinney-Freeman et al., 2002).

Eine weitere interessante Erkenntnis ist das Wirken von Stammzellen mancherorts allein
durch ihre Anwesenheit. Dentale Pulpa-Zellen exprimieren neurotrophen Faktoren und sind
ferner dazu befahigt, als Implantat die Regeneration verletzter Spinalnerven zu unterstiitzen

(Nosrat et al., 2001).

Zu dem Potential dentaler Zellen bleiben noch viele Fragen unbeantwortet. Im néchsten Ka-

pitel wird der entwicklungsbiologische Kontext dieser Zellen dargestellt.

1.1.2 Ursprung der dentalen Zellen - die Neuralleiste

Der Ursprung der dentalen Zellen liegt in der Neuralleiste, einer voriibergehenden Struktur in
dem sich entwickelnden Embryo. Diese wurde von Wilhelm His 1868 erstmals bei bebriiteten
Hiihnereiern beschrieben und in seinen Zeichnungen ,,Zwischenstrang® benannt (His, 1868).
Die Neuralleisten sind charakteristisch fiir Vertebraten und verfiigen iiber eine aulergew6hn-

liche Differenzierungsfahigkeit. Die Stamm- oder Progenitor-Zellen der Neuralleisten wur-
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den unter anderem im Darm, in Haarfollikeln und in der Haut nachgewiesen (Kruger et al.,

2002; Sieber-Blum et al., 2004; Toma et al., 2001; Le Douarin, Kalcheim, 1999).

Wihrend der Bildung des Neuralrohres 16st sich eine Gruppe Zellen vom Neuroektoderm.
Diese transiente Struktur der Neuralleisten ist bei der Entwicklung von Vogelembryonen gut

erkennbar und mit der von menschlichen Embryonen vergleichbar.

a) b)

Neuralplatte Neuralfalten

Abb. 1:  Entwicklung des Neuralrohres und der Neuralleisten beim Vogelembryo (verdndert nach
Avery, 2002).

Die Bildung des Neuralrohres wird in der Abb. 1 mittels vier Einzelabbildungen gezeigt.
Wihrend der Neurulation bildet die Neuralplatte (1a) die Neuralfalten und die dazwischen-
liegende Neuralrinne aus (1b). An den Spitzen der Neuralfalten bilden sich die Neuralleisten-
zellen (1c). In der letzten Einzelabbildung (1d) sind die Neuralfalten wieder verbunden und
die einstige Neuralrinne hat sich zum Neuralrohr ausgebildet. Die Neuralleistenzellen liegen
zwischen diesen beiden Strukturen. Sie entstehen im Grenzbereich zwischen Ektoderm und
Neuroektoderm und durchlaufen dabei eine sogenannte. ,,Epithelial Mesenchymal Transsiti-

on“ (Duong, Erickson, 2004; Boyer et al., 2000).

Bei diesem Prozess dndern sich die zelladhdsiven Anteile und die Organisation des Cytoske-
letts. Nur so ist es den Neuralleistenzellen moglich sich zu l6sen und durch Migration von
dem Neuralrohr zu entfernen (Nieto, 2001). Stemple und Anderson isolierten 1992 erste
pramigratorische Neuralleistenzellen aus Saugerzellen und kultivierten sie in vitro (Stemple,

Anderson, 1992). Die Neuralleistenzellen zeichnen sich durch eine extreme Wanderungsakti-
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vitdt aus und migrieren auf vorgegebenen spezifischen Routen (Bronner-Fraser, Stern, 1991).
Die Spezifizierung der Neuralleistenzellen hédngt vom Zeitpunkt der Migration und ihrer
Herkunft ab. Schlielich bestimmen Signale aus dem Zielgewebe die endgiiltige Differenzie-

rung der Neuralleistenzellen.

Kopfneuralleistenzellen sind grundlegend bei der craniofazialen Entwicklung der Vertebraten
(Trainor, 2005; Nanci, 2007). Zellen der Neuralleiste wandern aus unterschiedlichen rostro-
caudalen Regionen wihrend verschiedener Stadien der Entwicklung wie auch auf unter-

schiedlichen Wanderrouten in den ersten Kiemenbogen ein.

Verschiedene Zellpopulationen erreichen hierbei definierte Bereiche im ersten Kiemenbogen
(Nichols, 1981; Osumi-Yamashita et al., 1994; Imai et al., 1996). Die Migrationsrichtung der

Neuralleistenzellen 148t sich in der Abb. 2 nachvollziehen:

Mesenzephalon

Abb. 2:  Neuralleistenzellen migrieren in das sich entwickelnde Gesicht und in die Branchialb6gen
eines Embryos (verdndert nach Nanci, 2007). Dem Mesenzephalon schlieit sich das
Rhombenzephalon mit acht deutlich erkennbaren Rhombomere an.

Neuralleistenzellen, die sich aus dem caudalen Mesenzephalon und den Rhombomere 1 und
2 ableiten (siche Abb. 2), sind unter anderem fiir die Zahnentwicklung zustindig (Lumsden,

1988).
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1.1.3 Zahnentwicklung

Die Entwicklung eines Sdugetierzahnes (wie auch die Entwicklung anderer Organe) resultiert
aus aufeinanderfolgenden epithelialen und mesenchymalen Interaktionen, beginnend in der
frilhen embryonalen Phase. Das macht die Odontogenese zu einem attraktiven Modell fiir
Untersuchungen der Organentwicklung und Zelldifferenzierung im Allgemeinen. Die Odon-

togenese beginnt beim Menschen etwa in der sechsten Woche der Embryonalentwicklung.

Die definierten Stadien der embryonalen Zahnentwicklung werden in Abb. 3 schematisch

dargestellt:

sechs Wochen
altar Embryo

: Mundhohlenapithel sich vardichtandes

' Mesanchym

Py . PN

FoA e, P LF

b
Ll

Sigralm ™ .

Schmelzknoten

Masenchym

Viardickung:
nach 42-42Tagen

Zahnknospe:
nach 7 Wochen

Odontoblasten

Zahnkappe:
nach 2Wachean

Zahnglocke:
nach 14 Wochen

Abb. 3:  Entwicklung des Zahnkeimes im Embryo (nach Sharpe, Young, 2006).

Der erste morphologische Hinweis fiir den Beginn der Zahnentwicklung ist eine Verdickung
des oralen Epithels (MacKenzie et al., 1992; Vainio, Thesleff, 1992). Die darunterliegenden
ektomesenchymalen Zellen (in Abb. 3 in blau dargestellt) verdichten sich an der entstehen-
den Zahnknospe. Das Epithel proliferiert und stiilpt sich um die ektomesenchymalen Zellen.
Im Kappenstadium bildet sich an der Spitze der Epithelzellen der Schmelzknoten, ein vorii-
bergehendes Zentrum der Signalstoffbildung (Jernvall et al., 1994; Thesleff, Jernvall, 1997).

Das starke Wachstum der Epithelzellen um die kondensierten ektomesenchymalen Zellen der



1 Einleitung 6

Zahnpapille fiihrt zu einem glockenférmigen Zahnkeim. An der Grenzflache differenzieren
die Epithelzellen zu Ameloblasten und die ektomesenchymalen Zellen zu Pra-Odontoblasten
(Thesleft, Aberg, 1997; Ruch et al., 1995). SchlieBlich beginnen die Ameloblasten mit der
Bildung von Zahnschmelz, die Odontoblasten sezernieren das Pradentin, welches sich durch

Einlagerung von Kalk zu Dentin formiert.

Die aufeinander abgestimmten Prozesse der Odontogenese werden durch den komplexen
Austausch zahlreicher Signale realisiert. In diesem Netzwerk zeitlicher und rdumlicher Ex-
pression von Signalstoffen der Zahnentwicklung konnte eine Vielzahl bereits identifiziert

werden (Thesleff, Sharpe, 1997; Nosrat et al., 2002; Tucker, Sharpe, 2004).

In der folgenden Tabelle (Tab. 1) werden die einzelnen Gewebekomponenten der Zahnent-

wicklung dargestellt.

Komponenten : )
Herkunft des Zahnkeimes Zellen des Zahnkeimes Produkte/Derivate
r AuBeres Schmelzepithel Hertwigsche Scheide, |——|  Wurzelform |
: | [ Sternférmiges Retikulum Diaphragma :
] (Stratum reticulare) :
: : ; Saumepithel,
Orales Epithel i H_ Stratum intermedium | Epithelansatz
Proltl'!ratlon——| Schmelzorgan I_.__| Inneres Schmelzepithel ]J—[ Ameloblasten IJ—| Schmelz |
e __4_ i : I Kronenform
Ektomesenchym § : 1 : -
(kraniale Neural-| —{ QOdontoblasten [ ] : J| Dentin |
leistenzellen) | : ; [ Korffsche Fasern |
: i Undifferenzierte | i
Zahnpapille Mesenchymzellen und : Pulpa |
Fibroblasten :
{ Zementozyten |
s : Eigentliches — : TEI
ZDeterm:nlerLes | Zahnsackchen Zementoblasten | Sharpeysche
ahnmesanchym {Follikelanteil) Fibroblasten Fasern —| Desmodontalfasern

(mesenchymale
Zellverdichtung)

Osteoblasten | I —{ Alveolarknochen |

|Osteozyien. Osteoklasten|

Tab. 1: Zellen und Gewebe des Zahnkeimes und ihre Produkte (nach Schroeder, 2000).

In obiger Tabelle sind die jeweilige Herkunft der Gewebekomponenten und die weitere Aus-
differenzierung mit den hieraus resultierenden Produkten bzw. Gewebederivaten dargestellt.
Der Schmelz (Spalte Produkte/Derivate) ist ein Produkt der Ameloblasten, also der Zellen
des inneren Schmelzepithels aus dem Schmelzorgan, mit der Herkunft ,,Ektoderm®. Dentin
(Spalte Produkte /Derivate) ist ein Produkt der Odontoblasten, also der Zellen der Zahnpapil-
le, und entstammt dem ,determinierten Zahnmesenchym®. Im vollstindig ausgebildeten

Zahn (Abb. 4) lassen sich die ausgebildeten Gewebekomponenten erkennen:
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Zahnbein  Zahnmark
{Dantin) (Pulpa)

o { —Kigfar
8= "0 o 0 knochen

— Marven

Elutgefaike

"

———— Parodonital-
- ¢ ligament
(Wurzel-
haut)

Abb. 4:  Vollstindig ausgebildeter Zahn bei Mamalia (nach Sharpe, Young, 2006).

In Abb. 4 ist der generelle Aufbau eines Zahnes gezeigt. Der in einem Gebiss sichtbare Teil
des Zahnes ist die Zahnkrone aus Zahnschmelz. Die Zahnkrone sitzt wie eine Kappe auf ei-
ner weiteren Hartsubstanz, dem Dentin. Das Zahnbein bzw. der Zahnk&rper besteht aus Den-
tin. Im Inneren des Zahnes befindet sich die Zahnpulpa, ein Weichgewebe mit Blutgefidlien,

Nervenzellen und extrazellularer Matrix.

Das menschliche Gebiss setzt sich aus vier verschiedenen Zahnformen zusammen, deren
definierte Positionen bereits im frithen Entwicklungsstadium feststehen (Tucker, Sharpe,
1999). Die Zahnformen Incisivi, Canini, Prdmolaren und Molaren weisen entsprechend ihrer
Funktion jeweils unterschiedliche Kronen und Wurzelformen auf und befinden sich an unter-
schiedlichen Positionen im Gebiss (Cobourne, Mitsiadis, 2006). Der Aufbau des Gebisses
mit den unterschiedlichen Zahnpositionen wird in dem FDI-Schema (fr. Fédération Dentaire

Internationale) dargestellt.

1.1.4 Dentale Zellen aus Zahnkeimen des dritten Molaren

Die vollstindige Entwicklung der dritten Molaren bzw. Weisheitszahne im menschlichen

Gebiss erfolgt mit etwa 12 bis 19 Jahren (Demisch, Wartmann, 1956). Diese Besonderheit
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der verzogerten Zahnentwicklung ermoglicht gezielte Untersuchungen der weiteren Ausdif-
ferenzierung. In einer Rontgenautnahme (Abb. 5) sind die Zahnkronen aus Zahnschmelz und

die Zahnkdorper aus Dentin deutlich erkennbar:

Abb.5:  Rontgenaufnahme eines jugendlichen Gebisses. Weisheitszéhne griin eingekreist.

Die Rontgenaufnahme der Abb. 5 zeigt aulerdem die Weisheitszéhne wéhrend ihrer Ent-
wicklung (griin eingekreist). Erkennbar sind die bereits vorliegenden Zahnkronen aus Zahn-
schmelz. Die Molaren des Unterkiefers sind bereits weiter entwickelt als die Molaren des
Oberkiefers. Dieser Status der Zahnentwicklung, in dem noch keine Ansitze der Wurzelaus-

bildung aus Dentin vorliegen, wird von Kieferchirurgen als Stadium I definiert.

Die Weisheitszédhne junger Menschen werden haufig aufgrund von KorrekturmafBnahmen der
Zahnstellung operativ entfernt (Abb. 6). Die Zahngewebe sind daher gut zugénglich. Die
Tatsache, dass es sich bei den Zahnkeimen um noch nicht ausdifferenzierte Organe handelt,

legt das Vorhandensein pluripotenter Zellen und auch von Stammzellen sehr nahe.
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Abb. 6:  Foto eines soeben entnommenen Weisheitszahnes. Zur besseren Erkennbarkeit der ver-
schiedenen Gewebekomponenten wurde der Weisheitszahn in der Mitte geteilt.

Dieses Foto der Abb. 6 zeigt einen soeben extrahierten Weisheitszahn im Stadium I. Durch
die Teilung wird der innere Gewebeanteil der Zahnpapille sichtbar. Die Zahnpapille ist fiir
die spétere Ausbildung der Pulpa und des Zahnbeins aus Dentin zustindig. Die weifle Hart-
substanz in der Mitte wird als Zahnschmelz bezeichnet und bildet die spétere Zahnkrone. Der
Zahnkeim ist umgeben von dem sogenannten Zahnfollikel. Die verschiedenen Gewebekom-

partimente wurden anhand ihrer Genexpression charakterisiert (Schoenebeck et al., 2008).
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1.2 Arbeitsziel

In der Arbeitsgruppe fiir ,,dentale Zellbiologie* im Forschungsinstitut caesar Bonn, wurden
Gewebe und deren Zellabkommlinge aus dritten Molaren gesunder menschlicher Probanden

in vitro untersucht.

Um eine strukturierte Ablage der anfallenden Daten zu gewéhrleisten, war es zunichst erfor-
derlich eine Datenbank zu erstellen. Diese sollte insbesondere die Archivierung der Daten
von Spendern der dentalen Gewebe gewéhrleisten, sowie die Abfragbarkeit der Kryopositio-

nen resultierender Zellen ermdglichen.

Bei den Spendern handelt es sich um jugendliche Kandidaten, deren Weisheitszihne noch
nicht vollstindig ausdifferenziert sind.
Aufgrund dieser Tatsache konnte davon ausgegangen werden, dass Teile der isolierten

Weichgewebe Zellen enthalten, die den Vorldufer- oder Stammzellen zuzuordnen sind.

Zunichst stellt sich die Frage, ob Zellen menschlicher dritter Molare in vitro kultiviert wer-
den konnen und ob es sich hierbei um eine homogene oder eine gemischte Zellpopulation in

Kultur handelt.

Um die Potenz dieser Zellkulturen in ihren entwicklungsbiologischen Kontext einordnen zu
konnen und auf eine mogliche spétere Verwendbarkeit in der regenerativen Medizin zu iiber-

priifen, sollte den beiden folgenden Fragen nachgegangen werden:

e Wie ist die Differenzierungsleistung hinsichtlich osteogener und neurogener Sti-

muli einzuschéitzen?

e (Gibt es Expressionsmarker die eine Differenzierung belegen oder gar eine friih-
zeitige Potenzeinschitzung des Differenzierungsvermdgens einzelner Primérzell-

kulturen erlauben?

Um zu kléren, ob die Wachstums- und Differenzierungsleistungen der Mischkultur auf die
Beteiligung einzelner Subpopulationen bzw. Einzelzellen zuriickzufiihren sind, sollten fol-

gende Versuche durchgefiihrt werden:
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e Die Isolierung von Subpopulationen und Klonen und deren Charakterisierung.
e Testen von Differenzierungsleistungen dieser Subopulationen.

Somit war es abschlieBend Ziel der Arbeit, auf der Grundlage der gewonnenen Daten das
Potenzial isolierbarer Zellen aus Weisheitszahnkeimen einzuschétzen. Weiterhin sollten die
ermittelten Markerprofile und Differenzierungsleistungen in den Kontext von Knochen- und

Zahnentwicklung gestellt werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Archivierung der Zahngewebe (Datenbank)

Zur Erfassung der 464 dentalen Gewebeproben von 135 Patienten und den 1590 mdoglichen
Kryopositionen in den Stickstofftanks wurde eine Datenbank in Microsoft Office Access
2003 (11.6566.8122 SP2) erstellt. Anhand dieser Datenbank mit dem Namen ,,DZB Zihne
und Zellen* ldsst sich herausfinden, auf welcher Kryoposition die gesuchten Zellen zu lokali-
sieren sind. Es lassen sich Profile iiber die gespendeten Gewebe erstellen und gegebenenfalls
statistische Auswertungen von Informationen anfertigen. Des Weiteren soll diese Datenbank
eine ausbaufdahige Grundlage fiir erhobene Daten aus Untersuchungen bieten. Grof3e Daten-

mengen konnen dadurch auf verschiedene Parameter untersucht werden.

2.1.1 Erhobene Daten

Die Arbeitsgruppe Dentale Zellbiologie (Forschungsinstitut caesar, Bonn) untersuchte das
Gewebe von extrahierten Zdhnen. Dabei handelte es sich ausschlielich um die dritten Mola-
ren, die auf Grund von Fehlstellungen oder Behinderung anderer Zdhne im meist jugendli-

chen Alter entfernt wurden.

Die Informationen {iber das vorliegende Untersuchungsmaterial, die Patientendaten, die wei-
tere Behandlung des Untersuchungsmaterials und die Kryokonservierung von Zellen wurden

in vier Bereiche gefasst und in Form von Tabellen notiert.

2.1.2 Strukturierung der Tabellen
Die vier Tabellen wurden folgendermallen definiert:

Tabelle 1 ,.DZBNummerZahn‘:

Jedem im Labor entgegengenommene Zahngewebe, wurde eine Kennung zugewiesen. Ent-
sprechend der Arbeitsgruppe bekam diese Kennung den Namen ,,DZB — Nummer*. Sie bil-

dete den Bezugspunkt weiterer erhobener Daten und ist der Primérschliissel der Tabelle. Die-
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se Tabelle fiir das vorliegende Untersuchungsmaterial beinhaltet zudem eine Kennung fiir
den Patienten, das Datum der Operation, die Zahnposition und der Entwicklungszustand des

Zahnes (gemil3 Abb. 7).

Tabelle 2 ,,Patientendaten‘‘:

Zu den Zihnen wurden Erfassungsbogen mit der Einwilligung der Patienten geliefert. Auf
diesen wurden die Kennung fiir den Patient (PatientID), die von der Zahnklinik vergeben
wurde, Alter und Geschlecht vermerkt. In der Tabelle 2 bildete ,,PatientID* der Zahnklinik

den Primérschlussel.

Tabelle 3 ..Eingangsmaterial®:

Hier wurde das weitere Vorgehen mit dem Zahngewebe vermerkt. Fiir verschiedene Gewe-
beanteile oder unterschiedliche Lagerung durch Medium fiir Zellkultur oder Formalin fiir
histologische Schnitte gibt es eigene Datensitze. Da jeder Datensatz eindeutig identifizierbar
sein muss, vergibt das Programm an dieser Stelle eine automatische ID. An dieser Stelle ist

die Moglichkeit weiterer Verknilipfungen gegeben.

Tabelle 4 , . Kryotanks‘:

Zur praktischen Nutzung wurde in der Datenbank die Belegung des Stickstofftanks, in denen
die Kryokonserven lagern, aufgenommen. Die drei Stickstofftanks bekommen fiir jede Kryo-
position eine ,,Positions ID*. Damit kann jede Kryokonserve im Stickstofftank zugeordnet

und wiedergefunden werden.

2.1.3 Organisation der Datenbank

Die Eingabe der Daten erfolgte in Microsoft Excel-Tabellen, die anschlieend in die Micro-
soft Access Datenbank importiert wurden. In der Datenbank wurden fiir die Tabellen die
Feldeigenschaften und der Felddateityp festgelegt, welche auch bei Eingabe der Daten in die
Excel-Tabelle beriicksichtigt werden mussten. Wichtig ist hier die Anlage von eindeutigen
Schliisseln. Die vier Tabellen stehen in der Datenbank iiber die Primérschliissel miteinander

in Verbindung (Abb. 7):
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Abb. 7:  Organisation der Datenbank, Strukturierung der Daten in Tabellen.

Man erkennt, dass die Tabellen 3 und 4 die DZB-Nummer aus Tabelle 1 referenzieren. Das
bedeutet, dass in der Tabelle 1 (DZBNummerZahn) nur jeweils eine DZB-Nummer vorliegt
und Primaérschliissel ist. In den Tabellen 3 und 4 (Eingangsmaterial und Stickstofftank) kon-
nen die DZB-Nummern hingegen beliebig oft (o) vorliegen. Die Tabelle 1 hat auBerdem eine
Verkniipfung mit der Tabelle 2 {iber PatientID. Diese PatientID wurde von der Zahnklinik fiir
jeden Patienten vergeben. In der Tabelle ,,Patientendaten® ist die PatientID der Primérschliis-
sel. Dagegen ist in der Tabelle ,,DZBNummerZahn“ die PatientID ein Fremdschliissel und
kann beliebig oft auftreten, wenn z.B. einem Patient alle Weisheitszihne entfernt und dem
Labor zur Verfiigung gestellt wurden. Das wéren dann die Zihne der Zahnpositionen 18, 28,

38 und 48, die jeweils eine eigene DZB-Nummer und die gleiche PatientID bekommen.

2.1.4 Datenbank-Abfragen

Um definierte, standardisierte Informationen iiber die Daten zu erhalten, wurden Abfragen
programmiert. Bei Auswahlabfragen werden dem Nutzer Masken vorgegeben, in der die Fra-

gestellungen konkretisiert werden.
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2.2 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden Primirzellkulturen aus Patientenspenden angelegt und untersucht.
Als Referenz wurden bei einigen Versuchen Zelllinien von anderen Arbeitsgruppen zur Ver-

fligung gestellt bzw. hinzugekauft.

2.2.1 Primarkulturen aus Patientenspenden

Von den aus humanen Zahnkeimen isolierten Zellen wurden Primérkulturen angelegt. Zu-
sdtzlich wurden von der Arbeitsgruppe Dentale Zellbiologie Primérzellen aus Knochenmark

als Referenzzellen eingesetzt.

2.2.1.1 Isolierung der Zellen aus Zahngewebe

Die Zahngewebe wurden von Patienten der Zahnklinik Medeco (Bonn) gespendet. Alle
Spender gaben diesbeziiglich eine schriftliche Einverstindniserkldrung ab. In der Zahnklinik
erfolgte die operative Entfernung der Weiheitszdhne. Die extrahierten Zdhne wurden dort
direkt in ein Rohrchen mit Transportmedium (siehe Kap. 2.3.1 A) {iberfiihrt und zur Aufar-
beitung in das Labor der Dentalen Zellbiologie (Institut caesar, Bonn) gebracht. In der fol-
genden Tab. 2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Gewebe mit den dazugehdrigen Daten

aufgelistet:
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Im Labor erfolgte die Reinigung der Gewebe in sterilem Umfeld unter der Sterilbank mit
PBS + 1% PenStrep. Der bereits gebildete harte Zahnanteil aus Schmelz und Dentin wurde
entfernt. Das Foto der folgenden Abb. 8 zeigt einen humanen dritten Molar direkt nach der

operativen Entfernung:

Abb. 8:  Extrahierter humaner dritter Molar (Weisheitszahn) mit Zahnkrone aus Zahnschmelz und
erster Dentinbildung. Der Wurzelapparat ist noch nicht vorhanden. Stattdessen liegt an
dieser Stelle Weichgewebe vor, welches die weitere Entwicklung des Zahnes vollzogen
hitte.

Von diesen weichen Gewebeanteilen wurde die Zahnpapille isoliert, mit einem Skalpell zer-
kleinert und in Collagenase Dispase- bzw. Hyaluronidase-Ldsung iiberfiihrt. Bei einer Inku-
bationszeit von 1,5 Stunden bei 37 °C wurde die extrazelluldre Matrix durch den enzymati-
schen Prozess gelockert. Wahrend dieser Zeit wurden die Ansétze alle 20 Minuten gevortext.
Anschlieend wurde die Enzymlosung abzentrifugiert und die gelosten Zellen sowie die noch
verbliebenen Gewebestlickchen in einer T-25 Zellkulturflasche mit Standardmedium in Kul-

tur genommen (siche Zellkultivierung Kap. 2.3).
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Nach einigen Tagen konnten auf der Grundfldche der Zellkulturflaschen adhdrente Zellen
beobachtet werden. Mit dem Mikroskop wurde bei 40-facher VergroBerung das folgende

Foto der Abb. 9 aufgenommen.

Abb. 9:  Priméarkultur aus Zahnzellen sechs Tage nach Isolierung aus dem Zahngewebe. Deutliche
Unterschiede in der Morphologie der Zellen sind zu sehen.

Das Foto (Abb. 9) zeigt die Zellen sechs Tage nachdem sie aus dem Gewebe isoliert wurden.
Diese morphologisch unterschiedlichen Zellen weisen auf eine heterogene Zellpopulation
hin. Die Zellen sind iiber einen Zeitraum von etwa einem Monat proliferiert. Bei Erreichen
der Konfluenz von etwa 90% wurden die Zellen passagiert und in zwei T-175 Zellkulturfla-
schen gesetzt. Wenn auch die Zellen in diesen beiden Flaschen zu einer Konfluenz von etwa
90% gelangten, wurden sie mit Trypsin geldst und kryokonserviert (Kap. 2.3.3). Auf diese
Weise wurde Zellmaterial von verschiedenen Patienten angelegt, welches fiir weitere Unter-

suchungen zur Verfligung stand.

2.2.1.2 Isolierung von Knochenmarkzellen
Das Knochenmark wurde im Johanniter Unfallkrankenhaus (Bonn) operativ entnommen. Um
eine Gerinnung zu vermeiden, wurde es bei der Entnahme direkt in Citrat-Réhrchen {iber-

fiihrt und so in das Labor der Dentalen Zellbiologie transportiert.
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Jeweils SmL Knochenmark wurden auf 10mL Ficoll geschichtet und fiir 25 Minuten bei
400g ohne Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert. Es ergaben sich definierte Phasen ent-

sprechend folgender Darstellung in Abb. 10:

«— Plasma-Phase

«— Buffycoat-Phase

+«— Ficoll

' — Polynocleare Zellen
und Erythrocyten

ADbb. 10:  Schema Ficollgradient nach Zentrifugation der Knochenmarkzellen.

Die obere Plasma-Phase wurde verworfen, die Buffycoat-Phase wurde mit PBS gewaschen,
erneut zentrifugiert und anschliefend in Standard Kulturmedium mit 10% FCS in Multiti-

terplatten mit sechs Wells kultiviert.

Die Kultivierung dieser Zellen wurde bis zur starken Vermehrung von Kolonien mit kugeli-
gen Zellen fortgefiihrt. Diese Kolonien wurden sodann ,,gepickt und in zwei T-75 Zellkul-
turflaschen vermehrt, um sie anschlieend bis zur Verwendung als Kryokonserve im Stick-

stofftank zu lagern.

2.2.2 Referenz-Zelllinien

Fiir den Vergleich der dentalen Zellen mit Zellen anderen Ursprungs dienten bei den Diffe-

renzierungen zum Teil Referenzzellen als negative wie auch als positive Kontrolle.

EU2A Hautfibroblasten isoliert aus Patienten-Biopsien, Universitdtsklinik Tiibingen,
Prof. Rodemann

hBMSC humane Knochenmarkzellen (PT-2501 Lonza)
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2.3 Zellkultivierung

Die verschiedenen Zelltypen wurden in entsprechenden Kulturmedien und Kulturgeféf3en bei
konstanter Temperatur von 37 °C und einem Kohlendioxidanteil von 5% im Brutschrank

kultiviert.

2.3.1 Kulturmedien

Die Zusammensetzungen der unterschiedlichen Kulturmedien werden nachfolgend aufge-

fuhrt:

A) Transportmedium
96 mL DMEM with Glucose 1g/L

I mL Penicillin-Streptomycin-Glutamin Mixtur
2mL HEPES 1M
I mL Amphoterecin

B) Standardmedium

89 mL DMEM with Glucose 1g/L
10 mL FCS
I mL Penicillin-Streptomycin-Glutamin Mixtur

C) Einfriermedium

69 mL DMEM with Glucose 1g/L
20 mL FCS

I mL Penicillin-Streptomycin-Glutamin Mixtur
10 mL Dimethylsulfoxid (DMSO)

D) Osteogenes Differenzierungsmedium

Standardmedium
+ 10 nM Dexamethason
+ 10 mM Glycerolphosphat
+ 50 uM Ascorbinséure

E) Neurobasalmedium

99 mL Neurobasalmedium
I mL Penicillin-Streptomycin-Glutamin Mixtur
1:50 B 27

40 ng/mL.  bFGF
20 ng/mL EGF

+ o+ + +
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F) Neurogenes Differenzierungsmedium

84 mL DMEM

15 mL FCS

I mL Penicillin-Streptomycin-Glutamin Mixtur
10 uM Retinoic Acid

0,5 mM IBMX

50 ng/mL  NGF

20 ng/mL  bFGF

I mM cAMP

+ 4+ + + + o+

2.3.2 Passagieren der Zellen

Zeigte sich bei den adhirent wachsenden Zellen eine Konfluenz von etwa 90% des Kulturge-
faBbodens, wurden die Zellen gelost und mit einer geringeren Zelldichte (von etwa 5000 Zel-
len/mL) in einem neuen Kulturgefdl eingesetzt. Zur Losung der Zellen vom Kulturgefaf3
wurden die Proteinverbindungen mit Trypsin EDTA (bzw. Accutase) enzymatisch gespalten.
Dieser Prozess wurde durch Zugabe von FCS-haltigem Medium oder FCS-haltigem PBS
gestoppt, die Zelldichte bestimmt (siche Analysemethoden Zellzahlbestimmung,
Kap. 2.6.1.1) und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in der entsprechenden Menge frischem
Kulturmedium aufgenommen und in ein neues Kulturgefal} iiberfiihrt, oder die Zellen wurden

kryokonserviert.

2.3.3 Kryokonservierung

Zellen, die nicht permanent in Gebrauch waren, wurden nach Standardverfahren (Lindl,
2002) eingefroren und konnten so gelagert werden. Bei Bedarf wurden sie wieder aufgetaut

und erneut kultiviert.

Die Kryokonservierung erfolgte bei den adhdrenten Zellen direkt nach dem Passagieren. Die
Zellen wurden mit einer Dichte von mindestens 4x10° Zellen/mL langsam in kaltes Einfrier-
medium iiberfiihrt. Dem Einfriermedium (Kap. 2.3.1 C) wurde zur Verminderung der Eis-
kristallbildung Dimethylsulfoxid (DMSO) zugesetzt. So wurden die Zellen zu jeweils 1 mL
Aliquots in Kryorohrchen mit einem Mr-Frosty-Behélter in einem Gefrierschrank bei -80 °C.
Nach einem Tag erfolgte die Uberfiihrung in einen Stickstofftank (fliissiger Stickstoff, Tem-
peratur von -196 °C). Mit dieser schrittweisen Vorgehensweise der Zwischenlagerung wurde
gewihrleistet, dass die Temperatur nicht schneller als 1 °C/min sank und somit die Zellscha-

digung weitestgehend gering gehalten wurde.
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Kryokonservierte Zellen wurden moglichst schnell aufgetaut und mit kaltem Medium (bzw.
PBS mit 20% FCS) gewaschen. Die sich anschlieBende Zentrifugation der Zellsuspension
fiihrte zu einer Trennung von Zellen und DMSO. Somit konnte eine Schadigung der Zellen
durch das Zellgift vermieden werden. Dann wurden die Zellen mit vorgewdrmtem Medium

zu einer Endkonzentration von ca. 3 x 10° Zellen/mL in ein KulturgefiB tiberfiihrt.

2.3.4 Bestimmung zellspezifischer Parameter

Die Zellen wurden in Zellkultivierungsflaschen oder Mikrotiterplatten kultiviert. Fiir die Be-

stimmung und Vergleichbarkeit lassen sich folgende Parameter berechnen:

Zelldichte: X(t) = x, -e"
fisch h H o
Spezi Wachst te: =
pezifische Wachstumsrate % At
mit: u spezifische Wachstumsrate [d']
X Zellzahl, Zelldichte [Zellen /mL]
t Zeit [d]

2.4 Differenzierung der Zellen

Die Zellen der Zahnkeime bilden spéter das Dentin, die Knochen, die Nervenzellen, sowie
das Stiitz- und Bindegewebe. Um die Potenz der Zellen in vitro zu testen, wurden die Zellen

in die folgenden zwei verschiedenen Richtungen differenziert: osteogen und neurogen.

2.4.1 Osteogene Differenzierung

Damit die Zellen zu knochenbildenden Zellen differenzieren wurden jeweils
1x10* Zellen/Well in eine Multiwellplatte mit 24 Wells eingesetzt und in osteogenem Diffe-
renzierungsmedium kultiviert (Bruder et al., 1997). Der Mediumwechsel erfolgte alle 2-3
Tage. Bei Erreichen einer Konfluenz der Zellen von etwa 80% wurde fiir 21 Tage mit osteo-
genem Differenzierungsmedium kultiviert (siche Kap. 2.3.1 D). Zum Abschluss der Differen-

zierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fiir den qualitativen Kalziumnachweis
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mit PFA fixiert (siche Kap. 2.6.2.1). Fiir eine quantitative Aussage wurden die Zellen in
0,5M HCI gelost. Im Weiteren folgte ein biochemischer Nachweis der Kalziummenge (siche

Kap. 2.6.2.2).

2.4.2 Neurogene Differenzierung

Zur Differenzierung der Zellen zu Nervenzellen, wurden sie gemi3 dem Verfahren bei Na-
belschnurblutzellen (Kogler et al., 2004; Degistirici et al., 2008) zundchst bis zum Erreichen
einer hohen Konfluenz in T-Flaschen kultiviert. Nach Vereinzelung der Zellen aus dem Zell-
verband wurden sie mit einer Dichte von 2x10* Zellen/mL in Neurobasalmedium (siehe Kap.
2.3.1 E) aufgenommen und in Multiwellplatten iiberfiihrt. Durch die Verwendung von Kul-
turgefdBen fiir Suspensionskulturen konnten in diesem Schritt die Zelladhédsion an den Kul-
turgefaBBen verringert und eine Spheroidbildung begiinstigt werden. Bei erfolgter Spheroid-
bildung wurden die Zellen nach 4-7 Tagen abermals geerntet und vereinzelt. AnschlieSend
erfolgte bei einer Zelldichte von 5-10x10° Zellen/cm? in neurogenem Differenzierungsmedi-
um die Uberfiihrung in PDL beschichtete Chamber Slides. Die Kultivierung in neurogenem
Differenzierungsmedium verlief iiber 14 Tage. In diesem Zeitraum wurde alle 2-3 Tage das
Medium gewechselt. Der Nachweis der neuronalen Stimulation erfolgte liber die Immuncy-

tochemie und Messungen der Genexpression.

2.5 Einzelzellkulturen

Aus den heterogenen Mischpopulationen der Primédrkulturen wurden unter Anwendung un-
terschiedlicher Verfahren Einzelzellkulturen angelegt. Die jeweiligen Verfahren werden

nachfolgend beschrieben.

2.5.1 Limiting Dilution

Mit einer Zellsuspension von berechneten 0,3 Zellen pro Well wurden 96-Well-Mikro-
titerplatten befiillt. Es wurden 300 Wells mit je 200uL befiillt und so 100 Zellen verteilt.
Nach acht und nach vierzehn Tagen wurden die adhirenten Zellen gezdhlt. Vor Erreichen der

Konfluenz der Grundfliche von 0,33 cm’ des Wellbodens wurden sie passagiert und ihre
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Kultivierung fiir weitere Untersuchungen in entsprechend groBeren Kulturgefidlen fortge-

setzt.

2.5.2 Einzelzellablage (FACS-Geraét)

Zur Herstellung von Einzelzellkulturen wurden mit einem FACS-Aria (s. Kap. 2.6.3) einzel-
ne Zellen direkt in die Wells der Mikrotiterplatten gebracht. In der folgenden Abbildung wird

dieses Verfahren schematisch dargestellt.

Laserstrahl

Nozzle 0 WU

—
G000 00C
—
i

Abb. 11: Schematische Darstellung der Zellvereinzelung durch die Einzelablage des
FACS-Gerites.

Die Zellen aus der Kultur werden als Zellsuspension in das FACS-Gerit aufgenommen (Abb.
11) und in einen Fliissigkeitsstrom geleitet. Hier werden die Zellen vereinzelt und kénnen so
in der Messkiivette detektiert werden. Zellen, die den eingestellten Parametern in GroBe Gra-
nularitdt und Fluoreszenz entsprechen, werden aus dem feinen Fliissigkeitsstrom gezielt ab-
gelenkt und in die vorbereitete Mikrotiterplatte gestrahlt (Kap. 2.6.3). Auch hier wurden die
adhérenten Zellen nach acht und nach vierzehn Tagen gezéhlt. Vor Erreichen der Konfluenz

wurden diese Zellen passagiert und in andere Kulturgefaf3e tiberfiihrt.
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2.6 Analysemethoden

Zur Untersuchung der Zellen und zum Nachweis der Differenzierungsleistungen der Zellen

werden verschiedene Parameter gemessen.

2.6.1 Bestimmung der Zellzahl

Anhand der Zellzahl bzw. der Zelldichte einer Kultur kann das Proliferationsverhalten beo-
bachtet werden, welches Hinweise auf den Zustand der Zellen gibt. Die Zellzahlen wurden

durch verschiedene Methoden ermittelt.

2.6.1.1 Trypanblau-Methode invasiv (Neubauer-Zahlkammer)

Die Bestimmung der Zellzahl mit der Trypanblau-Methode erfolgte mit einem Hamocytome-
ter (Neubauer-Ziahlkammer) unter einem Lichtmikroskop (Lindl, 2002). Hieraus resultierte
ein invasiver Eingriff, da die Zellen nach der Messung absterben und nicht weiter kultiviert
werden konnten. Bei dem Hamocyometer handelt es sich um einen Objektriager mit einge-
schliffener Gitterteilung und einem definierten Volumen unter dem Deckglas. Der Farbstoff
kann bei toten Zellen durch die geschddigte Membran diffundieren und farbt diese intensiv
blau. Die lebenden Zellen mit intakter Zellmembran bleiben ungefarbt. Durch Kapillarkrafte
gelangt die Zellsuspension zwischen die beiden Glasflichen. Es handelt sich um einen Viabi-
litdtstest, bei dem die Anzahl toter und lebendiger Zellen bestimmt werden kann (Tennant,
1964; Boiadjieva et al., 1984). Der Trypanblau-Farbstoff ist toxisch und infolgedessen

kommt es nach einiger Zeit zur Zerstorung der intakten Zellen.

2.6.1.2 Nicht invasive Bestimmung der Zellzahl
Fiir die Zellzdhlung wéhrend des Kulturverlaufes wurden die Zellkulturen mit einem Invers-

mikroskop bei 50-facher VergroBerung fotografiert und beurteilt.

Zur Generierung mikroskopischer Fotos des kompletten Wells wurden mit dem Cellscreen
Gerét (Brinkmann et al., 2002) in einem automatisierten Verfahren alle Wells einer Mikroti-
terplatte systematisch fotografiert. Fiir die passgenaue Zusammensetzung dieser Fotos zu
einem Gesamtbild wurde im Institut caesar ein eigenes Programm entwickelt. Die anschlie-
ende Auswertung der Gesamtbilder erfolgte mit dem Programm ,,Photoshop* (Adobe Vers
6.0). Dieses Programm ermdglicht auf einer zusétzlichen Ebene die manuelle Markierung der

erkennbaren Zellen mit einem Kreuz und deren Auszéhlung.
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Bei der manuellen Mikroskopie der Chamber Slides wurde der mittlere Teil der Kammer

fotografiert.

.-

Abb. 12: Bestimmung der Zellzahl wihrend des Kulturverlaufes mittels Auszihlen der Zellen in
definierten Bereichen der mikroskopischen Fotos.

Die Kammern der Chamber Slides verfiigen iiber eine rechteckige Grundflache von 0,7 cm?.
Da das Medium oberhalb der adhirenten Zellen einen Meniskus bildet, lie3 sich an den Rén-
dern keine Fokusebene finden. Lediglich in der Mitte, die sich als abgedunkelter Bereich
zeigte, lieBen sich die Zellen fokussieren. Diese Fotos wurden ebenfalls mit dem Programm
Photoshop ausgewertet. Auf einer extra Ebene wurde den Fotos um den abgedunkelten Be-
reich der Kammermitte ein 1x1 mm groBer Rahmen gesetzt und alle Zellen innerhalb ausge-
zdhlt. Die Zellkulturen wurden mehrmals wihrend des Kulturverlaufes fotografiert und somit

der Proliferationsverlauf dokumentiert.

Bei den Fotos im Ergebnisteil wurde fiir eine giinstigere Darstellungsform mit dem Pro-
gramm ,,Photoshop* die Farbtonséttigung auf schwarz/weill heruntergeregelt und mit einem

Hochpassfilter bearbeitet.

2.6.2 Kalziumnachweis

Das Kalzium dient vor allem bei der osteogenen Differenzierung als Nachweis fiir die Ver-
dnderung der Zellen. Der Nachweis erfolgte mit einem qualitativen Farbnachweis und einem

quantitativen biochemischem Nachweis.
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2.6.2.1 Qualitativer Nachweis
Alizarinrot lagert sich direkt an das Kalzium und erlaubt so mit einer deutlichen Rotfarbung

eine schnelle Beurteilung von Anreicherung und Aggregation des Kalziums.

Die Zellen wurden hierfiir mit 4% -igem Paraformaldehyd fixiert und der Zellrasen mit der
angesetzten Alizarinrot Losung iiberschichtet. Nach etwa 5 Minuten wurden die Zellen
griindlich gewaschen, fiir zwei Minuten mit 80%-iger Ethanol fixiert und abschlieBend mit

destilliertem Wasser tiberschichtet.

2.6.2.2 Quantitativer Nachweis
Die ,,Randox Calcium Colorimetric Method* mit dem RAND OX Kit® ist ein biochemischer

Nachweis mit dem die Kalziumkonzentration anhand der optischen Dichte bestimmt wird.

Dazu wurde der zu untersuchende Zellrasen jeweils in 0,5 M HCI gelost und fiir 12 Stunden
auf einem Thermoschiittler bei 4 °C geschiittelt. Entsprechend den Anweisungen des Herstel-
lers wurde vorerst mit Reagenz X und Reagenz Y ein Substrat-Reagenz gebildet und in die-
sem durch verschiedene Konzentrationsstufen des Kalziumstandard-Reagenz eine Eichgera-
de erstellt. Von den zu messenden Proben wurden jeweils 10 uL zusammen mit 190 uL Ran-
dox Substrat in eine 96 Well Platte pipettiert und mit einem ELISA-Reader die Absorption
bei 590 nm gemessen. Anhand der Eichgerade konnte die optische Dichte einer Probe der

jeweiligen Kalziumkonzentration zugeordnet werden.

2.6.3 Durchflusszytometrie (FACS-Geraét)

2.6.3.1 Messprinzip und Grundausstattung

Eine weitere Form der Charakterisierung wurde mit Hilfe eines FACS-Aria Gerites (Fluo-
rescence Activated Cell Sorting) vorgenommen. Mit dem Verfahren der Durchflusszyto-
metrie konnen Partikel in Suspension quantitativ und statistisch vermessen werden. Ein im
Laserstrahl erfasster Partikel verursacht Beugung und Reflexion, welche detektiert wird und
eine Aussage liber Granularitidt und GroB3e des Partikels erlaubt. Anhand des Vorwértsstreu-
lichtes (FSC = Forward Scatter ) kann iiber die Beugung des Lichtes die Zellgroe und an-
hand des Seitwértsstreulichtes (SSC = Side Scatter) {iber die Brechung des Lichtes ein Mal}
fiir die Granularitdt ermittelt werden. Zudem besteht die Mdoglichkeit, Fluoreszenzen zu de-

tektieren.
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Die zu untersuchenden adhérenten Zellen sind z.T. groBer als 15 um. Aus diesem Grund
wurde fiir die Messungen eine 100um Diise (Nozzle) eingesetzt und bei einem Fliissigkeits-
druck von 20 psi (290 bar) gearbeitet. In dem Fliissigkeitsstrahl werden die Zellen vereinzelt

und durch die MeBkiivette geleitet (siche Abb. 13).

Zellsuspension
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strom
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= 1 / Detektor
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Ablenkelektroden

Rechner
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Abb. 13:  Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers (nach Lindl, 2002).

In dieser schematischen Darstellung der Abb. 13 wird die Stelle der Messung deutlich, an
welcher der Laser auf den Fliissigkeitsstrahl trifft. Uber die Detektoren werden die auftref-
fenden Signale fiir Licht und Fluoreszenz verstirkt, im Computer verrechnet und auf dem

Bildschirm dargestellt.

2.6.3.2 Charakterisierung der Zellen

Eine spezifische Charakterisierung der Zellen wird durch eine gezielte Markierung von Ober-
flichenproteinen bzw. Oberflachenantigenen oder auch intrazelluldren Proteinen mittels An-
tikdrpern moglich. Die eingesetzten Antikorper sind entweder direkt mit einem Fluoreszenz-

farbstoft gekoppelt oder wurden mit Sekundérantikorpern detektiert, die mit einem Fluores-
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zenzfarbstoff gekoppelt sind. Als Referenz wurden Isotypenkontrollen gemessen. Diese zei-
gen die Fluoreszenz aufgrund unspezifischen Bindeverhaltens der Antikorper und sind somit

von der Gesamt-Fluoreszenz abgezogen worden.

Bislang konnte kein einzelnes Protein ausfindig gemacht werden, welches ausschlieBlich
spezifisch bei Vorldufer- oder Stammzellen in dentalem Gewebe vorliegt. Daher erfolgte eine
Testung mit einem Panel von Antikdrpern, die in ihrer Kombination die zu untersuchende
Zellpopulation charakterisierte. Durch die Verwendung verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe
waren Mehrfachmarkierungen an Zellen moglich. Die Laser in Verbindung mit optischen
Filtersystemen fiihren zu unterschiedlichen Anregungswellenléngen und erlauben so die De-
tektion verschiedener Antikorper auf einer Zelle. Bei allen Messungen mit Mehrfachfarbun-
gen wurde eine Kompensation vorgenommen, um eine Zuordnung der emittierten Fluores-

zenzen bei liberschneidenden Bereichen zu gewihrleisten.

Die detektierten Fluoreszenswerte werden in einem Multiplyer in elektrische Werte umge-
wandelt und graphisch dargestellt. Die Verstirkung der Lichtsignale an den verschiedenen
Photomultiplier wurde fiir jeden Messdurchgang an die Intensitit der jeweiligen Fluoreszenz
angepasst. Bei der Messung der dentalen Zellen entsteht ein hohes Mal3 an Streulicht, so dass
die Spannung fiir den Forwardscatter (Streulicht) fiir die hier vorliegenden Messungen auf 0

Volt voreingestellt wurde.

Die verwendeten Antikorper zur Charakterisierung der Zelloberfldchenproteine sind in Kap.

2.7 Tab. 3 aufgelistet.

2.6.3.3 Sortierung der Zellen

Optional wurden per Durchflusszytometrie fluoreszenzmarkierte und unmarkierte Zellen
selektiv sortiert. Das wird moglich, indem der Fliissigkeitsstrahl mit den vereinzelten Zellen
durch Schwingungen der Nozzle mit 30 000 Hz zur Tropfenbildung veranlasst wird. Dieser
feine Strahl aus Tropfen fillt durch Ablenkelektroden (U = 6000 V), die im berechneten
Moment den Tropfen mit der gewidhlte Zelle durch einen Impuls ablenken, so dass er in ei-
nem gesonderten Auffangbehélter gesammelt wird. Fiir diese Berechnung musste mithilfe
von Calibrier Beats die Zeitspanne bis zum Tropfenabriss (Drop Delay) fiir jeden Mess-
durchgang bestimmt werden. Mit einer optischen Kontrolle wird die Einstellung mit 100%
iger Ablenkung der Beats ermittelt. Fiir die Klon- Analysen wurden auf diesem Wege einzel-

ne Zellen direkt in eine 96-Well Platte abgelegt.
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2.6.4 mRNA-Analyse

Die Untersuchung der mRNA Expression ermoglicht eine Charakterisierung der Zellen und

die Darstellung von Unterschieden bei Zelldifferenzierungen.

2.6.4.1 RNA Isolation und cDNA-Synthese

Zur Isolation von gesamt-RNA wurden Zellkulturen aus 24-Well Mikrotiterplatten kurz mit
PBS gespiilt und anschlieend durch mehrmaliges Spiilen in 1ml Qiazol Lysis Reagent®
aufgenommen. AnschlieBend wurden die Proben in einem Qiagen TissueLyser® mit rostfrei-
en Stahlkugeln fiir 5 bis 10 Minuten bei 25 Hz bis zur Homogenisierung der Zellen geschiit-
telt. Nach kurzer Inkubationszeit von drei Minuten bei Raumtemperatur wurden 200 puL
Chloroform zugegeben und die Suspension erneut durchmischt. Die geloste RNA wurde
durch Zentrifugieren bei 12000g und 4 °C fiir 15 Minuten von der DNA und Zellresten ge-
trennt. Die obere RNA-haltige Phase wurde abgenommen und mit gleichem Volumen 70%
Ethanol/DEPC-Wasser versetzt. Es folgte eine ausgiebige Mischung der Ansidtze und eine
Aufreinigung mittels Qiagen Miniprep® Séulen nach Angaben des Herstellers. Die
RNA-Konzentration der eluierten Proben wurden mit Hilfe von NanoDrop bei einer Wellen-

lange von 260 nm ermittelt.

Die anschlieBende cDNA-Synthese erfolgte entsprechend den Anweisungen von RevertAid
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit®. Dabei wurde fiir einen einfachen Synthesean-

satz der RNA-Eintrag auf jeweils 500 ng normiert.

2.6.4.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Zur Vermehrung der gesuchten cDNA Sequenzen werden diese gezielt durch Primer in einer

PCR transkribiert.

Die PCR-Reaktionen (50ul- Ansitze) wurden in einem Eppendorf Mastercycler durchge-
fiihrt. Die Ansdtze wurden entsprechend Taq PCR Master Mix Kit unter Zugabe von je 4 ul
5’- bzw. 3’ Primern und der zuvor synthetisierten cDNA als Matrize zusammen pipettiert.
Die PCR wurde gestartet mit einer initialen Denaturierung bei 95 °C fiir 15 min, gefolgt von
30s bei 95 °C, 30s Primeranlagerung (Annealing) bei 55 °C und anschlieBender Elongation
von 1 min. bei 72 °C. Insgesamt wurden 35 Zyklen fiir die Amplifikation durchlaufen. Zur
Stabilisierung der Amplifikate wurde eine 3 - miniitige Elongationszeit nach dem letzten

Zyklus eingehalten.
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Als Nachweis wurden die Proben anschlieBend auf einem 1%-igen, Ethidiumbromid-haltigen
Agarosegel elektrophoretisch bei 100 V (=> 100 mA) getrennt. Das Auftragen einer Refe-
renzleiter diente zur GroBBenzuordnung der PCR-Banden. Als Referenz wurde zu allen Pro-
ben ein entsprechendes Amplifikat von Glycerinaldehyd-3-phosphat gebildet und aufgetra-
gen. Die PCR-Produkte wurden schlielich mit Hilfe des Gel Doc 2000 Systems unter UV-
Licht sichtbar gemacht und digitalisiert.

2.6.4.3 Real-time PCR

Der semi-quantitative Nachweis von PCR-Fragmenten (sqPCR) erfolgte mittels QuantiTect
Primer Assays in einem DNA Engine Opticon Realtime Cycler mit SYBR Green Fluores-
zenz-Detektion. Fiir die sqPCR wurde der 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix be-
nutzt. Jeder PCR Reaktionsansatz wurde bei einem Gesamtvolumen von 40uL mit Syl vor-

verdiinnten QuantiTect Primer Assays (laut Angaben des Herstellers) durchgefiihrt.

Die Reaktion wurde durch eine 15-miniitige Inkubation bei 95 °C zur Aktivierung der
HotStarTaq DNA Polymerase gestartet. Die folgenden 39 Temperaturzyklen begannen je-
weils mit 15 Sekunden bei 94 °C zur Trennung der Doppelstringe in Einzelstrdnge. Die sich
anschliefende Annealing-Temperatur betrug 55 °C fiir 30 Sekunden und die Verldngerungs-
phase erfolgte bei 72 °C fiir 30 Sekunden. Nach dem letzten Zyklus wurden alle Proben in
definierten Temperaturschritten erhitzt, um so die exakten Schmelztemperaturen der vorlie-
genden, vermehrten DNA nachzuweisen. Ein Schwellenzyklus wurde determiniert, bei dem
alle Amplifikate, sofern nachweisbar, in den Anfangsbereich der logarithmischen Amplifika-

tion libergingen.

Durch Projektion des Schnittpunktes der Amplifikationskurve mit dem Schwellenzyklus auf
die x-Achse wurde vom Rechner der sogenannte CT-Wert (treashold cycle) ermittelt. Durch
nachfolgenden direkten Vergleich der CT-Werte mit denen des mitgefiihrten Housekeepers
(GAPDH) konnte mit Hilfe der DDCT-Methode (Pfaffl, 2001) die relative Expressionsstirke

der einzelnen Proben ermittelt werden.
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2.7 Charakterisierung der Zelloberflachenproteine - Antikorper

Die Zelloberflichenproteine sind charakteristisch fiir die jeweiligen Zellpopulationen. Zur
Untersuchung der Kombination exprimierten Oberflichenproteine dentaler Primérzellen,

wurde diese jeweils mit einem Panel Antikdrper (Tab. 3) markiert und mit dem FACS-Gerit

gemessen:

Name clone Linked |Host AK-Klasse
CD 009 M-L13 PE mouse IgG1x
CD 010 HI10a PE mouse IgG1x
CD 013 WM15 APC mouse IgG1xk
CD 014 MSE2 APC mouse IgG 2a, k
CD 029 MAR4 PE mouse IgG 1k
CD 031 WM -59 PE mouse IgG 1«
CD 034 581 FITC mouse IgG 1k
CD 044 G44-26 FITC mouse IgG 2b,
CD 045 HI30 APC mouse IgG 1k
CD049b AK-7 FITC mouse IgG 1k
CDo049d 9F10 PE mouse IgG 1«
CDO049e IA1 PE mouse IgG 1k
CD 051/CD 061 23C6 FITC mouse IgG 1«
CD 054 HAS8 APC mouse IgG1x
CD 056 B159 APC mouse IgG 1k
CD 073 AD2 PE mouse IgG1x
CD 090 S5E10 FITC mouse IgG1xk
CD 105 SN6 FITC mouse IgG 1
CD 106 51-10C9 FITC mouse IgG 1k
CD 117 104D2 PE mouse IgG1x
CD 133 ACI133 PE mouse IgGl1

CD 140 a a Rl PE mouse IgG2a
CD140b 28 D4 PE mouse IgG2a
CD 147 HIM6 FITC mouse IgG1x
CD 166 3A6 PE mouse IgG 1k
Cytokeratin 14,15,16+19 | KA4 FITC mouse IgG 1k
HLA-A,B,C G46-2.6 APC mouse IgG 1«
HLA-DR TU36 APC mouse IgG 2b,
CD 271 ME20.4-1.H4 | APC mouse IgG 1
S100 4C4.9 purified | mouse IgG2a
STRO-1 STRO-1 purified | mouse IgM
Tab.3:  Antkorper, Charakterisierung Zelloberflaichenproteine (FACS-Gerét).
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2.8 Untersuchung der Genexpression — Primer

Die mRNA Expression ist charakteristisch fiir jeweilige Zellpopulationen und auch fiir einige

Differenzierungen der Zellen. Zur Untersuchung der Differenzierung wurde die Expressions-

stiarke mit folgenden Primern (Tab. 4) in einer semi quantitativen PCR gemessen:

Primer Protein Amplifikationslange [bp] | Accession Nr
BGLAP | bone gamma carboxy glutamate proteine 90 NM 199173
IBSP integrin binding bone sialoproteine 109 NM 004967
ALPL alkaline phosphatase liver/bone/kidney 110 NM_000478
RUNX2 | runt related transkription factor 2 101 NM 001015051
NEFH neurofilament heavy polypeptide 97 NM_ 021076
NEFL neurofilament light polypeptide 99 NM_006158
MBP myelin basic protein 60 NM 001025081
TUBB3 | tubulin, beta 3 78 NM 006086

Tab.4:  Primer zur Untersuchung der Genexpression (sq-PCR).

2.9 Material

2.9.1 Medien

DMEM 3.7 g 1-1 NaHCO3, 1.0 g I-1 D-Glucose
DMEM w/1,0g/1 L-Glucose

DMEM w/o L-Glutamin 500ml
Neurobasalmedium

Biochrom KG, Berlin
Biochrom KG, Berlin
Lonza (Belgien)

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

2.9.2 Medienzusatze und Wachstumsfaktoren

Accutase

Amphotericin B
B-27 Supplement

bFGF

BMP-2 human Recombinant

BMP-4

BMP-6 human Recombinant
Collagenase / Dispase
Collagenase Hyaloronidase
Dibutyryl-cAMP

EGF

FCS fotales Kélber Serum
Fibronectin, human Fibroblast

PAA, Colbe
Sigma, Deisenhofen

Gibco, Invitrogen, Karlsruhe
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

BioTrend, Koln

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Roche, Mannheim

CellSystems, St. Katharinen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Gibco, Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom KG, Berlin
Merck, Darmstadt
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Gamma Interferon human Recombinant,
Goat Serum

IBMX

Laminin

L-Glutamin solution

NGF 8 protein

PDGF

Pen./Strep/L-Glutamin mixture
Penicillin 25,000 units / Streptomycin 25,000 pg /
L-Glutamin 29,2 mg/mL

Poly-D-Lysin 20mg

TGF 51

TGF 1 human Recombinant

TGF B3 human Recombinant

VEGF

2.9.3 Gerate und Gebrauchsmaterial

Cellscreen

DNA Engine Opticon, Realtime Cycler
m. SYBR Green Fluoreszenzdetektion
FACS-Aria

Gel Doc 2000 Systems
Gewindeflaschen

Glaswaren

Heizblock

Herafreeze HFU 486 (-80 oC)
Inkubator BBD-6220 (37 oC)
Kiihlschrank +4 °C,

Laminar flow hood (Bio-1I-A)

Micro pipette (Reference)

Microfuge galaxy mini

Mikroskop (Axiovert 200)

Mikroskop (Eclipse TS-100)
Mikroskop Kamera (DXM 1200)
Multipette

Multiplate reader (Fusion)

Nanodrop

PH-Meter (Seveneasy)

Pipettensatz Eppendorf (Research)
Pipettierhilfe

Qiagen Tissue Lyser

SchiittlerVortex (Genie 2)
Sterilwerkbank Zellkultur Herasafe KS12
Stickstoff Lagerbehdlter
Thermomixer comfort
Tiefkiihlschrank —20 °C (1037 comfort)
Vakuum pumpe system

Wasserbad (1083)

Zihlkammer, Neubauer

Zentrifuge (Megafuge 2.0 R)
Zentrifuge (Microfuge 22 R)

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Merck Bioscience, Darmstadt
Becton Dickenson, Heidelberg
Biochrom KG, Berlin
ABCAM, Cambridge (UK)
Becton Dickenson, Heidelberg
Lonza, Belgien

Becton Dickenson, Heidelberg
Acris, Hiddenhausen

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen

Innovatis AG, Bielefeld

Rio Rad Laboratories, Miinchen

Becton Dickenson (USA)

Rio Rad Laboratories, Miinchen

Carl Roth Karlsruhe

Schott, VWR international GmbH, Darmstadt
Stuart Scientific, Redhill, Surrey (UK)
Heraeus instruments, Langenselbold
Heraeus instruments, Langenselbold
Liebherr, Ochsenhausen

Heraeus instruments, Langenselbold
Eppendorf, Hamburg

VWR international GmbH, Darmstadt
Zeiss AG, Oberkochem

Nikon, Diisseldorf

Nikon, Diisseldorf

Eppendorf, Hamburg

Packard Bioscience, Rodgau-Jiigesheim
Wilmington (USA)

Mettler Toledo, Giessen

Eppendorf, Hamburg

Integra, Wallisellen (Schweiz)

Qiagen, Hilden

Scientific Industries, Bohemia, New York (USA)
Kendro Heraeus instruments, Langenselbold
Kisker, Steinfurt

Eppendorf, Hamburg

Liebherr, Ochsenhausen

Vaccubrand GmbH, Wertheim

GFL, Burgwedel

Brand GmbH, Wertheim

Heraeus instruments, Langenselbold
Beckmann Coulter, Krefeld
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2.9.4 Chemikalien

1,2-Propandiol (99,5% z. Synthese)
2-Propanol 99,5%
5-Br-4-Cl-3-Ind-P, Di-Na
Accudrop Beads

Agarose

Albumin Fraktion V

Alizarinrot

All-Trans-Retinoic Acid
Ammoniumacetat

Antikorper FACS (sieh Kap. 2.7)
BCA Protein ssay Kit

BD PharmingenTM

cDNA Synthesis kit
D(+)Saccharose

DEPC

Dexamethason (10-7)

Dextran Sulfat

Dimethylsulfoxid p.A
Di-Natriumhydrogenphosphat- Dihydrat
Dntp Mix 2mM

Ethanol 70%, 96%, 99,8% p.A
Ethylenglykol

FACS Flow

Ficoll

Formaldehyd min. 37%

GeneRuler Ladder Mix
Glutardialdehyd

Glycerin

HEPES buffer

Hot Star Taq DNA-Polymerase
Kaliumhydrogenphosphat

Kalzium

Kalziumchlorid

L-Ascorbinsédure 2-Phosphat 50uM
Litiumchlorid

Magnesiumsulfate heptahydrate
MOPS Puffer

Natriumchlorid
Natriumhypochloridldsung (12% CI)
Natronlauge 1Mol/L
Nitroblautetrazoliumchlorid
Osteocalzin N-MID human ELISA
PBS w/o Mg2+, w/o Ca2+

PCR Master Mix Kit

PKH 26 Red Fluoreszez Kit
P-Nitrophenyl Phosphate Liquid Substrat
Primer (s. Kap 2.8 Tab. 4)
Proteinase K

Qiazol Lysis Reagent

Quanti Tect Primer Assays

Quanti Tect Primer SYBR Green PCR Master Mix

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Becton Dickenson, Heidelberg
Serva, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Becton Dickenson, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Becton Dickenson, Heidelberg
Fermentas, Burlington (Kanada)
Carl Roth, Karlsruhe

biomol, Hamburg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Fermentas, St.Leon-Roth

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Becton Dickenson, Heidelberg
Biochrom, KG Berlin

Carl Roth, Karlsruhe
Fermentas, St.Leon-Roth

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Biochrom KG Berlin

Qiagen, Hilden

Carl Roth, Karlsruhe

Randox, Krefeld

Sigma, Deisenhofen

Sigma Aldrich, Taufkirchen
VWR International GmbH, Langenfeld
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
OSTEOmedical, Biinde
Biochrom KG, Berlin

Qiagen, Hilden

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden
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RevertAid cDNA Synthese Kit
RNase Inhibitor

Rotiphenol

Salzséure

Sodim cacodylate

-2 Glycerophosphat 10mM
Tri-Natriumcitrat Dihydrat p.A

Trypsin/EDTA Biochrom
(0.04 % Trypsin, 0.5 mM EDTA-NacCl)

2.9.5 Verbrauchsmaterial

Chamber Slides, Biocoat Laminin/PDL 8-well
Combi Tipps

Cryo rohrchen

Cryordhrchen

Hybond Membran

Mikrotom Einweg klingen
Multipette Tipps

Multi-well plates

Multiwellplatten versch. Kavitdten
Pipettenspitzen

Skalpel (Cutfix No. 10)

Spritzen (Plastipak)

Spritzen (steril 5, 10, 25ml)
Sterilfilter (Milliex GV 0.22 um)
Zellkulturflaschen versch. Gro3en
Zellschaber

Zellschaber

Zellsieb(70/100pum)
Zentrifugenréhrchen
Zentrifugenréhrchen (15/50ml)

Fermentas, St.Leon-Roth
Promega, Mannheim

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Biochrom KG, Berlin

Falcon®, Becton-Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Nunc , Germany

Carl Roth, Karlsruhe

Amersham Bioscience, Freiburg

medite GmbH, Burgdorf

Eppendorf, Hamburg

Falcon®, Becton-Dickinson, Heidelberg
Nunc, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold,
Eppendorf, Hamburg

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen
Beckon-Dickinson, Heidelberg

VWR international GmbH, Darmstadt
Millipore, Molsheim, France

Falcon®, Becton-Dickinson, Heidelberg
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Falcon®, Becton-Dickinson, Heidelberg
Falcon®, Becton-Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

VWR international GmbH, Darmstadt
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3 Ergebnisse

3.1 Archivierung der Zahngewebe (Datenbank)

Zur Erfassung der 464 dentalen Gewebeproben von 135 Patienten und den 1590 mdoglichen

Kryopositionen in den Stickstofftanks wurde eine Datenbank angelegt (Kap. 2.1).

Anhand dieser Datenbank ldsst sich herausfinden, auf welcher Kryoposition die gesuchten
Zellen zu finden sind. Es lassen sich Profile iiber die gespendeten Gewebe erstellen und ge-
gebenenfalls statistische Auswertungen von Informationen anfertigen. Des Weiteren soll die-
se Datenbank eine ausbaufdhige Grundlage fiir erhobene Daten aus Untersuchungen bieten.

GrofBle Datenmengen konnen dadurch auf verschiedene Parameter untersucht werden.

Von den hauptsédchlich genutzten Abfragen werden in diesem Ergebnisteil drei verschiedene
Formen jeweils als Beispiel vorgestellt. AbschlieBend werden von dem letzten Beispiel Aus-

wertungen der Daten des Patientenmaterials gezeigt.

3.1.1 Abfrage mit direkter Auflistung

Bei der direkten Auflistung wird durch Anklicken der Abfrage direkt das Ergebnis aufgelis-

tet, welches dem aktuellen Stand der Datenbank entspricht.

In dem gezeigten Beispiel (Abb. 14) wurde in einem Fenster der Oberflache der Access Da-
tenbank die Abfrage: ,Liste iiber Anzahl Kryordhrchen pro “ ausgewihlt. Dieser Abfrage

liegt folgende SQL Programmierung zugrunde:

SELECT [Stickstofftank_A_B_C].[DZBNummer], Count([Stickstofftank_A_B_C].[PositionsID])
AS [Anzahl Kryordohrchen] FROM Stickstofftank_A_B_C

GOUP BY [Stickstofftank_A_B_C].[DZBNummer]
ORDER BY [Stickstofftank_A_B_C].[DZBNummer];
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Microsoft Access

. Datei Bearbeiten Ansicht  Einfiigen Format  Datensstze  Extras  Fenster ?  Adobe FOF
mmEl
M- R SRV BRI CET A RA- @R

{iE D2ZB 25hne und Zellen 8.9.05 : Datenbank (Access 2000-Dateiforn
E‘% Gffnen B Entwurf  FiNeu | X | 2o T G

Gruppen

Erstell: eine neue Abfrage in der Entwurfsansicht

(3] Favoriten Erstell; eine Abfrage unter Yerwendung des Assistenten
Auswahlabfrage Kryordhrchen anhand: myjw Stadium 172
Auswahlabfrage: DZB Material anhand mfw Stadium 152
Finde Kryordhrchen anhand DZEMummer

Finde Patientendaten anhand Pat ID (Zahnklinik)

Finde Patientendaten und Eingangsmaterial anhand DZE Murimer

2
2
=
=
=
=
=
=

Liste (ber Anzahl Krvaréhrchen pro DZE Mummer

Objekte
1 Tabellen

-

Abb. 14: Fenster mit aufgelisteten Abfragen. Grau hinterlegt die gewéhlte Abfrage: zur direkten
Auflistung der DZB-Nummern bzw. Zahngewebe mit der entsprechenden Anzahl Kryo-
rohrchen im Stickstofftank.

Diese SQL Eingaben veranlassen die Access Datenbank direkt bei anklicken der Abfrage das
Ergebnis auf der Benutzeroberfldche anzuzeigen.
= Liste {iber Anzahl KryorGhrchen pro DZB Nummer : Auswahlabl

DZENummer | Anzahl Kryordhrchen
567

101
103
104
105
123
125
126
127
128
13
132
133
135
136
137
139

Dat;r;;atz: LN 1 _» IH & vDr: 145

[TTTTTTTITTTIT T T

)

Abb. 15:  Auszug aus der Ergebnis Auflistung der DZB-Nummern bzw. Zahngeweben mit der ent-
sprechenden Anzahl Kryor6hrchen im Stickstofftank.

In dem Auszug der Ergebnisauflistung ist erkennbar, dass von 145 verschiedenen
DZB-Nummern 567 Kryoréhrchen in Stickstofftanks vorliegen. Die Anzahl der vorhandenen
Kryor6hrchen ist fiir jede gelistete DZB-Nummer aufgefiihrt. In diesem Ausschnitt sind fiir
DZB-126 beispielsweise 11 Kryorohrchen im Stickstofftank.
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3.1.2 Abfrage mit einer Auswahlabfrage

Durch eine Auswahlabfrage werden vor der Ergebnisdarstellung die abrufbaren Daten auf

einen Parameterwert (DZB-Nummer) eingegrenzt.

Microsoft Access

© Datei Bearbeiten Ansicht Einfigen Extras  Fenster 7 Adobe FDF

mmul

NEEHB SRV s0R|9- 8- A e F=4-108

{l&= DZB 2ahne und Zellen 8.9.05 : Datenbank {(Access 2000-Dateiformat)

| Offnen b Entwurf  FiNed | K | 2o O

Parameterwert eingeben _"lzl

Mummer

- Gruppen Erstellt eine neue Abfrage in der Entwurfsansicht

404

%] Favoriten Erstellt eine Abfrage unter VYerwendung des Assistenten

[a]4 I Abbrechen |

Auswahlabfrage Kryordhrchen anhand: mfw Stadium 12

Auswahlabfrage: DZE Material anhand mfw Stadium 12
Finde Kryordhrchen anhand DZENummer
Finde Patientendaten anhand Pat ID {Zahnklinik)

Finde Patientendaten und Eingangsmaterial anhand DZE Mummer

=)
=)
=
=
=
=
=
=

Liste tber Anzahl Kryoréhrchen pro DZE Mummer

Obijekte
] Tabellen

Abb. 16: Links Abfrage: Finde Patientendaten und Eingangsmaterial anhand DZB-Nummer. Rechts
Fenster in dem die entsprechende DZB-Nummer eingegeben wird.

Die SQL Version der Programmierung dieser Abfrage lautet:

SELECT Stickstofftank_A_B_C.*
FROM Stickstofftank_A_B_C
WHERE ((([Stickstofftank_A_B_C].[DZBNummer])=[Nummer)));

In das rechte Fenster wird die Nummer der gesuchten Zahn bzw. Gewebe ID eingegeben, fiir
dieses Beispiel 404. Nach driicken der Ok Taste erscheint die Ergebnistabelle auf der Bild-

schirmoberfliche, die fiir DZB-404 folgendermallen aussehen wiirde:

=! Finde Patientendaten und Eingangsmaterial anhand DZB Nummer : Auswahlabfrage — Ol x|
DZBNummerZahn. DZBMurnmer | DZBMurmmerZahn. PatientlD | Geburtsjahr | Geschlecht OF Zahn | Stadium | Einganysmaterial | Lagerung |
P [404 120549 1993 w 29.06.2005 45 1| komplett Medium

Datensatz: 14 <| 1k PIIMFI von 1

Abb. 17:  Ergebnistabelle der Abfrage: Finde Patientendaten und Eingangsmaterial anhand DZB-

Nummer.
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Die Ergebnistabelle wurde definiert {iber die Spalten: DZB-Nummer, Patienten ID, Geburts-

jahr, Geschlecht, Zahnposition, Zahnstadium, Gewebeanteile und die Lagerungsform.

3.1.3 Abfrage mit zwei kombinierten Auswahlabfragen

Die in den Abfragefunktionen eingesetzten Parameter ermoglichen eine weitere Spezifizie-
rung der Suche. Ziel der Abfrageoptionen ist es einerseits, die Planung von Experimenten
durch direkte Einsicht von Gewebe- und Probenanzahl zu erleichtern. Weiterhin soll die Zu-
ordnung weiterer erhobener Daten zu definierten Gruppen erméglicht werden. So wird in
dem folgenden Beispiel mit den zwei kombinierten Auswahlabfragen der Parameter Ge-

schlecht ,,minnlich* und ,,Zahnstadium I der Datenbestand gepriift.

Microsoft Access

‘ Dakei Bearbeiten Ansicht  Einfilgen  Exfras Fenster 7  Adobe PDF
nonf
NEEHR SRV 4BRII- 5 A e | =E4-108

= DZB Zihne und Zellen 8.9.05 : Datenbank (Access 2000-Dateifor!

R e e e 21 = [ 2l

Geschlecht mfw

Gruppen =] Erstell eine neus Abfrage in der Entwurfsansicht

Jm

] Favoriten bl Erstellt eine Abfrage unter Verwendung des Assistenten
Auswahlabfrage Kryardhrchen anhand: mjw Stadium 172 ITI abbrechen I

Auswahlabfrage: DZB Material anhand mjw Stadium 1/2
Finde Kryoréhrchen anhand DZEMumnmer
Finde Patientendaten anhand Pat ID {Zahnklinik)

Finde Patientendaten und Eingangsmaterial anhand DZE Mumrer
i 2
Liste (ber Anzahl Kryordhrchen pro DZE Mummer Parameterwert eingeben ik F

Stadium ?

i
Objekte
1 Tabellen OK I Abbrechen |

Abb. 18: Auswahlabfrage: DZB Material anhand der Parameter m/w und Entwicklungsstadium 1/2.
Rechts Fenster fiir die Eingabe Parameter.

Dieser Abfrage besteht aus folgender SQL Programmierung:

SELECT Patientendaten.*, DZBNummerZahn.*

FROM Patientendaten INNER JOIN DZBNummerZahn ON Patientenda-
ten.PatientID=DZBNummerZahn.PatientID

WHERE (((Patientendaten.Geschlecht)=[Geschlecht m/w]) And (DZBNummer-
Zahn.Stadium)=[Stadium ?]));
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Entsprechend der Parametereingabe wurde in diesem Beispiel nach Zahngewebe gesucht,

welches von mannlichen Patienten stammt und dem Zahnstadium 1 zugeordnet wurde. Zahn-

gewebe die diesen beiden Parametern entsprachen wurden in der folgenden Tabelle darge-

id

stellt:

Auswahlabfrage: DZB Material anhand m/w Stadium 1,2 : Auswahlabfrage =10l =l
|| DiBMummer Patientendaten. PatientlD Geburtsjahr | Geschlecht|  OP | Zahn | Stadiom |«
LE 111531 19590 m 31.03.2004 18 1
|23 111531 1990 m 31.03.2004 28 1
|24 111531 19590 m 31.03.2004 38 1
|25 111531 1950 m 31.03.2004 48 1
|[10F 112855 1990 m 19.05.2004 18 1
108 112855 19590 m 19.05.2004 28 1
] 112855 1950 m 19.05.2004 48 1
148 112056 1991 m 14.07.2004 18 1
L |1a0 112056 1991 m 14.07 2004 28 1
R 112056 19591 m 14.07 2004 38 1
1582 112056 19591 m 14.07.2004 48 1
_|166 7BR95 1993 m 21.07 2004 18 1
| |168 7BR95 1993 m 21.07 2004 28 1
170 76095 1993 m 21.07.2004 38 1
|17 7BR95 1993 m 21.07 2004 48 1
172 114214 19591 m 21.07 2004 18 1
173 114214 19591 m 21.07.2004 28 1

174 114214 19591 m 21.07 2004 38 1

Dakensatz: Hl 1 ”—1 4 |H |Ht-| wan 85

Abb. 19:  Auszug der Ergebnistabelle der DZB-Nummern die der kombinierten Auswahlabfrage mit
den Parametern ,,Geschlecht ménnlich* und ,,Zahnstadium I* entsprachen.

Auf dem Auszug der Ergebnisliste ist zu sehen, dass es fiir die Kombination beider Parame-

ter 85 Eintrdge gab. Also wurden 85 Zahngewebe dieser Art in unserem Labor bis zu diesem

Zeitpunkt angenommen.

3.1.4 Auswertung der Datenabfragen

Die Ergebnistabellen konnen zur weiteren Auswertung in Exceltabellen exportiert und dort

als Vorlage fiir Grafiken genutzt werden.
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100 +
80 -
60 -
O Stadium |
B Stadium 1l

Anzahl Zahne

mannlich mannlich weiblich weiblich
Oberkiefer Unterkiefer Oberkiefer Unterkiefer

Abb. 20: Mit Programm Excel erstelltes Diagramm tiber das Profil der Gewebespender anhand der
aus Access exportierten Ergebnistabellen der kombinierten Abfragen.

In der Abb. 20 wurde das Spenderprofil der 464 Zahngewebe graphisch dargestellt. Diese

Darstellung ist exemplarisch und fiir weitere Analysen nicht geeignet.
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3.2 Osteogene Differenzierung dentaler Primarkulturen

3.2.1 Kalzifizierung dentaler Primarkulturen

Fiir den Nachweis der osteogenen Differenzierbarkeit dentaler Zellen wurden die Primarkul-
turen DZB-83 und DZB-178 (siche Tab. 2 Kap. 2.2.1) getestet. Als Positivkontrolle wurden
humane Knochenmarkzellen (human Bone Marrow Stroma Cells, hBMSC) und als Negativ-
kontrolle eine Hautfibroblastenlinie (EU2A) parallel kultiviert. Nach der Differenzierungs-
phase von drei Wochen in osteogenem Differenzierungsmedium, wurden ein qualitativer
Kalziumnachweis mit Alizarinrot und ein quantitativer Kalziumnachweis biochemisch

durchgefiihrt (s. Kap.2.6.2).

hBMSC
DZB-83

EUZA

DZB-178

Kontrolle Osteogene Stimulation

Abb. 21: Foto Mikrotiterplatte, qualitativer Kalziumnachweis mit Alizarinrot nach osteogener Dif-
ferenzierung von hBMSC, DZB-83, EU2A und DZB-178 Zellpopulationen.

Fiir den qualitativen Kalziumnachweis wurden alle fixierten Zellen in der Mikrotiterplatte
mit Alizarinrot geférbt. Die osteogen differenzierten dentalen Zellen und die Knochenmark-
zellen bildeten einen roten Farbkomplex aus Kalzium und Alizarinrot. Auf dem Foto der
Mikrotiterplatte in Abb. 21 sind diese Farbnachweise der Kalzifizierungen deutlich sichtbar.
Bei Kultivierung der Zellen in Kontrollmedium zeigte keine der Populationen eine rote Fér-

bung. Die Hautfibroblasten zeigten auch nach osteogenem Stimulus keine rote Farbung.
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Parallel zu dem qualitativen Kalziumnachweis erfolgte ein quantitativer Kalziumnachweis
mit dem RAND OX Kit®. Die ermittelten Kalziumkonzentrationen der unterschiedlichen
Zellpopulationen werden in der Abb. 22 dargestellt:

1000 -

O Kontrolle
W osteogener Stimulus
800 -

600 -

400 4

Kalziumkonzentration [ng/cm?]

200 -

: N

hbmsc DzB-83 EU2A DzB-178
Zellpopulationen

Abb. 22: Quantitativer biochemischer Kalziumnachweis mit RAND OX Kit®, nach der osteogenen
Differenzierung von hBMSC, DZB-83, EU2A und DZB-178 Zellpopulationen.

Die Primirzellen DZB-83 wiesen bei Kultivierung in osteogenem Differenzierungsmedium
eine 7-fach erhohte Kalziummenge von 703 ng/cm? im Vergleich zur Kontrolle (100 ng/cm?)
auf. Die Primérkultur DZB-178 zeigte nach osteogenem Stimulus eine 6,9-fach erhdhte Kal-
ziumkonzentration von 707 ng/cm? im Vergleich zur Kontrolle (103 ng/cm?). Die Knochen-
markzellen hBMSC zeigten 6,3-fach erhohte Werte fiir die osteogen differenzierten Zellen,
aus der sich eine Kalziumkonzentration von 677 ng/cm? berechnen lieB. Die Kalziumkon-
zentration der entsprechenden Kontrolle betrug 107 ng/cm?. Die Hautfibroblasten EU2A er-
zielten im osteogenen Differenzierungsmedium eine 1,4-fache Kalziumkonzentration von

141 ng/cm? und beim Kontrollmedium von 99 ng/cm?.

Sowohl der quantitative als auch der qualitative Test zeigten, dass in Primirkulturen dentaler
Zellen sowie Knochenmarkzellen durch osteogene Stimmulierung eine Kalzifizierung indu-
ziert werden konnte. Damit wurde bei den dentalen Zellen die generelle Potenz zu kalzifizie-

ren nachgewiesen.
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3.2.2 Vergleich verschiedener dentaler Priméarkulturen

Zur Unterstiitzung der in Kap. 3.2.1 erlangten Ergebnisse, wurden unterschiedliche Primar-
kulturen dentaler Zellen bei osteogenem Stimulus verglichen, um auf diese Weise eventuelle
individuelle Unterschiede einzubeziehen. Es wurden verschiedene kryokonservierte Primir-
zellpopulationen (siehe Tab. 2 Kap. 2.2.1) der dritten Passage in Kultur genommen. Von
neun dieser unterschiedlichen Zahnzellpopulationen wurden auf 24-Well-Platten parallele
Mehrfachansitze mit einer Startzelldichte von 1x10* Zellen/mL kultiviert und 21 Tage oste-
ogen differenziert. Die Kalzifizierung sowie die Genexpression der verschiedenen Zellkultu-

ren wurden gegeniibergestellt.

3.2.2.1 Gegentberstellung der Kalzifizierung
In der folgenden Abb. 23 wurde die gemessene Kalzifizierung verschiedener dentaler Pri-

méirkulturen nach Kultivierung in osteogenem Differenzierungsmedium aufgetragen.

O Kontrolle
600 ~ M osteogener Stimulus

Kalziumkonzentration [ng/cm?]

DzB- DZzB- DZB- DZB- DZB- DZB- DZB- DZB- DZB-
153 171 175 182 198 226 242 243 404

Priméarzellen

Abb. 23: Quantitativer, biochemischer Kalziumnachweis mit RAND OX Kit®, verschiedener Zahn-
zellkulturen nach osteogener Differenzierung. Eingezeichnete definierte Grenze fiir kalzi-
fizierte und nicht kalzifizierte Zellpopulationen.

Alle Zahnzellpopulationen hatten iiber den Kultivierungsverlauf den Boden des Kulturgefa-
Bes konfluent iiberwachsen. Es zeigten sich dennoch deutlich unterschiedliche Intensititen

der Kalzifizierung. Die hochste Kalzifizierung wurde bei der differenzierten Primérkultur
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DZB-404 mit 490 ng/cm? gemessen. Der Kalziumgehalt war damit vierzehnfach erhéht zu
der Kontrolle mit 35 ng/cm?. Dieser Wert wurde dicht gefolgt von der Priméarkultur DZB-
153, mit einer Kalziummenge von 464 ng/cm?. Hier lag eine dreizehnfache Erhéhung zu der
Kontrolle mit 35 ng/cm? vor. Die niedrigste Kalziummenge mit 38 ng/cm? wies die differen-
zierte Primdrkultur von DZB-171 auf, also die 1,1-fache Menge Kalzium der Kontrolle mit
35 ng/cm?. Die Kalziumkonzentrationen bei den undifferenzierten Zellen lagen zwischen 34

ng/cm? und 40 ng/cm?.

Wihrend alle getesteten Primarkulturen in Standardmedium einheitlich niedrige Kalzium-
werte aufwiesen, zeigten sich bei den getesteten Primdrkulturen in osteogenem Differenzie-
rungsmedium grof3e Differenzen der Kalzifizierung zwischen den verschiedenen Primérzell-

populationen.

Das arithmetische Mittel der Kalzifizierung mit 173 ng/cm? (grau gestrichelte Linie in der
Abb. 23) wurde als Grenze fiir die weitere Einteilung der kalzifizierten Zellen definiert. Die
Primérzellen mit einer Kalzifizierung oberhalb dieses Wertes (DZB-153, DZB-243 und
DZB-404) wurden demzufolge der Gruppe ,.kalzifiziert™ zugeordnet. Das arithmetische Mit-
tel ist fir die vorliegende Gruppeneinteilung nur maBig representativ. Bei alternativer Nut-
zung des Median wiren beispielsweise DZB-242 und DZB-175 ebenfalls noch als , kalzifi-
ziert“ zu klassifizieren. Die verbleibenden Primézellen DZB-171, DZB-175, DZB-182,
DZB-198, DZB-226 und DZB-242 lagen unterhalb des Kalzifizierungswertes von
173 ng/cm?. Sie wurden der Gruppe ,,nicht kalzifiziert” zugeordnet. Diese Einteilung wird

bei nachfolgenden Darstellungen zur Genexpression herangezogen (Kap. 3.2.2.1).

Die Primarkulturen wurden mit jeweils 1 x 10° Primérzellen pro Well gestartet. Nach drei
Tagen in Standardmedium erfolgte die Kultivierung in osteogenem Differenzierungsmedium.
Eine mikroskopische Einschitzung der Konfluenzen der Zellpopulationen beim Differenzie-

rungsstart ist in Abb. 24 zu sehen.
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Abb. 24: Konfluenz der verschiedenen dentalen Primdrkulturen zu Beginn der osteogenen Diffe-

renzierung.

Die Zellpopulationen von DZB-198 und DZB-226 besalen zu Beginn der osteogenen Diffe-

renzierung eine Konfluenz von 95%. Aufgrund dieser maximalen Konfluenz wurde die oste-

ogene Differenzierung gestartet. Zu diesem Zeitpunkt lag bei den Primirzellen DZB-242 mit

20% Konfluenz und DZB-243 mit 10% Konfluenz eine mit Abstand niedrigere Zelldichte

Vor.
100 +
S
s
o 50 -
2
c
o
Y
DzZB- DzZB- DzZB- DzZB- DZzZB- DzZB- DZB- DZB-
153 171 175 182 198 226 242
Primarzellen
Abb. 25:

T 600

-+ 400

+ 200

Kalziumkonzentration [ng/cm?]

DZB-
404

OKonfluenz im Well
O Kontrolle
W osteogener Stimulus

Konfluenz der verschiedenen dentalen Primérkulturen zu Beginn der osteogenen Diffe-

renzierung (Bezug Primére Y-Achse). Kalziumkonzentration in den dentalen Priméarkultu-
ren nach der osteogenen Differenzierung (Bezug Sekundére Y-Achse).



3 Ergebnisse 48

In Abb. 25 wurde die Konfluenz der verschiedenen dentalen Primérkulturen zu Beginn der
osteogenen Differenzierung auf die primidre Y-Achse aufgetragen. Die Kalzium-
konzentrationen, welche nach der osteogenen Differenzierungsphase in den Wells nachge-
wiesen wurden, beziehen sich in dieser Darstellung auf die sekundire Y-Achse. Die Primér-
kulturen DZB-153 und DZB-404 mit der stirksten Kalzifizierung nach osteogenem Stimulus,
hatten zu Beginn der Differenzierung eine Konfluenz von 70% und 90%. Die Primérkultur
DZB-171 mit der niedrigsten Kalzifizierung hatte beim Differenzierungsstart eine Konfluenz
von 80%. Die Primérzellen mit der niedrigsten Konfluenz von 10% bei Differenzierungsbe-
ginn waren DZB-242 und DZB-243, bei denen leicht erhdhte Kalziumkonzentrationen nach

der osteogenen Differenzierung vorlagen.

Eine Kalzifizierung war bei Zellpopulationen mit hoher und mit niedriger Zelldichte generell
moglich. Ebenso gab es Zellpopulationen die nicht kalzifizierten, obwohl sie zu Beginn der
osteogenen Differenzierung eine ausreichend hohe Zelldichte aufwiesen. Zwischen der Zell-
dichte zu Beginn der osteogenen Differenzierung und der entsprechenden Kalzifizierung
nach der Differenzierung lasst sich kein Zusammenhang erkennen. Damit blieb diese Vermu-

tung unbestatigt.

3.2.2.2 Gegenuberstellung der Genexpression

Neben dem Nachweis zur Kalzifizierung der Zahnzellen wurde die Genexpression an flinf
Messpunkten des Kulturverlaufes der jeweils neun verschiedenen Zahnzellpopulationen ge-
messen. Dazu wurde der Versuch mit 126 Parallelkulturen gestartet und wihrend der osteo-
genen Differenzierungsphase von 21 Tagen in regelméfBigen Abstdnden von vier Tagen Zell-

proben entnommen.

Die Zellproben wurden auf die Expression von Bonesialoprotein (IBSP), Osteokalzin
(BGLAP), dem Transkriptionsfaktor RUNX2 (Runt-related transkription factor 2, oder auch
Cbfal) und alkalischer Phosphatase (ALPL) untersucht.

Gesucht wurde sowohl ein charakteristischer Unterschied in der Genexpression bei der Kul-
tivierung in Kontrollmedium und osteogenem Differenzierungsmedium, als auch ein Unter-
schied bei der Genexpression der kalzifizierten bzw. nicht kalzifizierten Zellen. Dabei wurde
die Expression von Bonesialoprotein und Osteokalzin als zusétzliche Parameter hinsichtlich
erfolgter Kalzifizierung untersucht. Bei der Genexpression von Runt-related transkription

factor 2 und der alkalischen Phospatase, wurde auflerdem nach Informationen geforscht, die
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vor der osteogenen Differenzierung der jeweiligen Zellen eine Einschitzung iiber die Potenz

zu kalzifizieren erlaubt.

Fir die Normierung der Berechnungen waren die Expressionen von Glyceralde-
hyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) die eingesetzte BezugsgrofBe. Der kleinste gemes-
sene Wert iiber alle Proben des jeweiligen Messlaufes wurde auf den Wert 1 normiert. Es lag
ausreichend Zellmaterial vor, alle Ansitze auf die Expression der fiinf Gene zu untersuchen.
Zudem wurde flir Bonesialoprotein (IBSP) exemplarisch eine Dreifachbestimmung durchge-
fiihrt, um auf diese Weise eine Einschitzung zu erhalten, in welchem Rahmen sich die Mess-
schwankungen bewegen. Damit wird vorab eine Abschétzung der Préizision gegeben, welche
eine Bewertung der ermittelten Expressionswerte der darauffolgenden Einfachbestimmungen

vier weiterer Gene erlaubt.

3.2.2.2.1 Bonesialoprotein (IBSP)

Die dreimalige Messung von 90 Messproben ergab fiir Bonesialoprotein (IBSP) einen mittle-
ren Variationskoeffizienten von 0,01 und fiir GAPDH einen mittleren Variationskoeffizienten
von 0,02. Daher kann von einem Messfehler von 1 — 2 % innerhalb eines Messlaufes ausge-
gangen werden. Fiir die Berechnung (DDCT Methode s. Kap. 2.6.4.3) der relativen Expressi-
on von IBSP dienten die Werte fiir GAPDH als direkte Bezugsgrofe. Somit ergaben die drei
Einzelmessungen von IBSP und von GAPDH fiir jede Probe neun mégliche Kombinationen,
deren Variationskoeffizienten getrennt voneinander ermittelt wurden. AnschlieBend wurde
der Mittelwert aller neun Kombinationsmoglichkeiten der 90 Proben gebildet. Hieraus ergab
sich ein durchschnittlicher Variationskoeffizient von 0,41. Somit muss insgesamt von einer

mittleren Schwankung von 41% der relativen Expressonswerte ausgegangen werden.

Die Diagramme in Abb. 26 a bis i veranschaulichen diesen Sachverhalt. Sie zeigen die Ge-
nexpression von Bonesialoprotein iiber den Differenzierungsverlauf der jeweils neun ver-

schiedenen Zahnzellpopulationen.
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Abb. 26: Q-PCR, Dreifachbestimmung des relativen Expressionslevels von Bonesialoprotein
(IBSP), dargestellt in x-fach, {iber den Verlauf der osteogenen Differenzierung von neun
verschiedenen Primérkulturen (a-i).

Die relative Expression von Bonesialoprotein (IBSP) wurde fiir die neun verschiedenen Pri-
mérkulturen jeweils auf die Y-Achse aufgetragen. Dabei wurde fiir die jeweiligen Messungen
der Mittelwert in Bezug zur geringsten ermittelten Expression dargestellt, welche auf 1 nor-
miert wurde. Die 5 Messungen wurden den jeweils entsprechenden Zeitpunkten auf der

X-Achse zugeordnet, auf der die Kulturdauer abgezeichnet ist.

Die neun Zellkulturen wiesen vorwiegend Expressionen auf, die unterhalb einer 30-fachen
Erhohung lagen. DZB-182 (Abb. 26d) zeigte am achten Kulturtag in osteogenem Differen-
zierungsmedium mit 43-facher Erhohung eine etwas stirkere Expression. DZB-153 (Abb.
26a) weist am achten Kultivierungstag in osteogenem Differenzierungsmedium mit einer 67-
fachen Erhohung eine stirkere Expression auf. Die stirkste Expression mit einer 93-fachen
Erhohung wird von DZB-175 (Abb. 26¢) am zwolften Tag in osteogenem Differenzierungs-

medium erreicht.

Bei Riickblick auf die Kalzifizierung (Abb. 23) wird deutlich, dass DZB-153 (Abb. 26a) und
DZB-404 (Abb. 26i) kalzifiziert sind. Bei DZB-153 ist die Expression von Bonesialoprotein
erhoht, bei DZB-404 nicht. Die beiden Proben DZB-182 (Abb. 26d) und DZB-175 (Abb.
26¢) bei denen eine hohere Expression von Bonesialoprotein auftrat, wiesen jedoch keine

Kalzifizierung auf.

Damit wiesen einzelne Primérzellkulturen in osteogenem Differenzierungsmedium erhohte
Expressionswerte fiir IBSP auf, diese waren jedoch unabhingig von der Kalzifizierung der

differenzierten Zellen.
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Um eventuelle Beziehungen zwischen der ermittelten Genexpression und der Kalzifizierung
aufzudecken, wurden die Daten entsprechend der Definition ,kalzifiziert bzw. ,nicht kalzi-

fiziert (definiert in Kap. 3.2.2.1) neu geordnet.
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Abb. 27:  Q-PCR, Expression von Bonesialoprotein (IBSP) bei Primérzellkulturen im Differenzie-
rungsverlauf, die jeweils den Gruppen ,kalzifiziert“ (n=3) und ,,nicht kalzifiziert™ (n=6)
zugeordnet sind.

Die maximale Expression von IBSP wurde von den Zellen der Gruppe ,osteoDiff-
kalzifiziert am achten Tag mit einem Wert von 27,0 erreicht. In dieser Eingruppierung er-
reichten diese Zellpopulationen auch die durchschnittlich niedrigste Expression von 5,4 am
20. Tag. Die Zellen der Gruppe ,,0osteoDiff-nicht kalzifiziert* erreichten ihre maximale Ex-
pression von 26,7 am 12. Tag. Die Primidrzellen der Gruppe ,,Kontrolle-nicht kalzifiziert*
erreichten das Maximum von 14,7 am achten Tag, die Gruppe ,,Kontrolle-kalzifiziert das

Maximum 13,5 ebenfalls am achten Tag.

Der Darstellung in Abb. 27 liegen fiir die einzelnen Gruppen mehrere Messungen bzw. meh-
rere Proben zu Grunde. Daher konnten auch die tendentiellen Verldufe der IBSP Expression
iiber den Kulturverlauf informativ sein. Bei allen Gruppen starten die Verldufe mit einem
niedrigeren Wert, steigen auf ein Maximum an, um dann wieder abzusinken. Bei der Gruppe

,Kontrolle-nicht kalzifiziert” gibt es am zwolften Tag einen kleinen Einbruch.
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Die Zellen in Differenzierungsmedium erreichten jeweils etwas hohere Expressionen als die
entsprechenden Zellen in Kontrollmedium. Die Expression der Gruppe ,,0steoDiff-
kalzifiziert steigt von allen Gruppen am steilsten an, erreicht den Maximalwert und fallt auch
auf den niedrigsten Expressionswert stirker ab. Werden Gruppen zusammengefasst, lielen
sich Tendenzen der hoheren Expression in den differenzierten und kalzifizierten Primérkultu-
ren nachweisen. Der Expression stieg wirend des Kulturverlaufes bis zu einem Maximum im

zweiten Abschnitt an und fiel dann wieder ab.

3.2.2.2.2 Osteokalzin (BGLAP)

Die Expression von Osteokalzin (BGLAP) wurde iiber den Differenzierungsverlauf der neun

verschiedenen Zahnzellpopulationen untersucht.
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Abb. 28: Q-PCR, Bestimmung des relativen Expressionslevels von Osteokalzin bzw. BGLAP
(n=1), dargestellt in x-fach, {iber den Verlauf der osteogenen Differenzierung von neun
verschiedenen Primérkulturen (a-i).

Die Expression von Osteokalzin zeigte tiber den Kultivierungszeitraum der neun verschiede-
nen Primérzellkulturen eine recht geringe Schwankungsbreite. Die hochste Osteokalzi-
nexpression wurde fiir DZB-198 (Abb. 28¢) am 4. Tag mit 8,7 ermittelt. Mit wenigen Aus-
nahmen lagen die Expressionswerte fiir Osteokalzin bei den Messproben unterhalb einer

fiinffachen Erh6hung.

Die Darstellung der Osteokalzinexpression in Gruppen entsprechend der Kalzifizierung
(Kap. 3.2.2.1) fiihrte zu einem Ausgleich der Werte und einer noch geringeren Schwan-
kungsbreite (siche Abb. 29):
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Abb. 29: Q-PCR, Expression von Osteokalzin (BGLAP) bei Primirzellkulturen im Differenzie-
rungsverlauf, die jeweils den Gruppen ,kalzifiziert” (n=3) und ,,nicht kalzifiziert” (n=6)
zugeordnet sind.

Die vier Gruppen haben relativ gleichformige, niedrige Expressionen von Osteokalzin. Die
ermittelte maximale Expression von Osteokalzin wurde von den Zellen in der Gruppe ,,Kon-
trolle-kalzifiziert“ am 20. Tag, mit einem Wert von 3,8 erreicht. Bei der Gruppe ,,osteoDiff-
kalzifiziert* lag der maximalen Wert bei 2,7 am zwanzigsten und am vierten Tag. Die Zellen
der Gruppe ,,osteoDiff-nicht kalzifiziert erreichten ihre maximale Expression von 3,4 am
vierten Tag. Bei der Gruppe ,,Kontrolle-nicht kalzifiziert” erreichten die Zellen eine maxima-
le Expression von 3,7 am achten Tag. Die durchschnittlich niedrigste Expression wurde mit
einem Wert von 1,7 fiir den 12. Tag bei den Zellen der Eingruppierung: ,,osteoDiff-

kalzifiziert ermittelt.

Die Expression von Osteokalzin zeigte bei den neun verschiedenen Primirzellkulturen in
Differenzierungsmedium als auch in Kontrollmedium keine grolen Expressions-

schwankungen.

3.2.2.2.3 Runt related transkription factor 2 (RUNX2)

Die RUNX2 Expressionen zeigten bei den verschiedenen Primérkulturen folgende Werte

wihrend der Kultivierungsdauer:



3 Ergebnisse

56

o
N—

DZB-153
15
x
c
p=)
24
510 1
D
(%]
IS
o
i 5
()
=
g
T
° 5l
4 8 12 16

Kultivierungsdauer [d]

(]
~

DZB-175

=
o
|

[
o
L

relative Expression Runx2
o (&)

4 8 12 16
Kultivierungsdauer [d]

(¢
~

DZB198

[
wu
|

relative Expression Runx2
o [42] 5
! | |

4 8 12 16
Kultivierungsdauer [d]

aQ
~

DzB-242

i
ol
|

=
o
L

relative Expression Runx2
o wu

4 8 12 16
Kultivierungsdauer [d]

20

20

20

20

o
=

DZB-171
157
x
c
p=)
4
510 1
D
[%]
o
o
i 5
(4]
=
I
T
° 5l

4 8 12 16 20
Kultivierungsdauer [d]

oL
~

DzB-182
157
x
c
=]
x
S 10 4
‘0
1]
IS
3
uw 54
[
2
ks
[}
294
4 8 12 16 20
Kultivierungsdauer [d]
DZB-226
15

relative Expression Runx2
o (53] '5
! | |

4 8 12 16 20
Kultivierungsdauer [d]

=
=

DzB-243

[uy
ol
|

relative Expression Runx2
o (9] .5
! ! |

4 8 12 16 20
Kultivierungsdauer [d]



3 Ergebnisse 57

)
DZB-404
157
g
z [ Kontrolle
510 M osteogene Differenzierung
g
<3
a5
()
2
T
]
e |
4 8 12 16 20

Kultivierungsdauer [d]

Abb. 30: Q-PCR, relativer Expressionslevel von RUNX2, dargestellt in x-fach, iber den Verlauf der
osteogenen Differenzierung von neun verschiedenen Primérkulturen (a-i).

Die Unterschiede in der RUNX2 Expression lagen bei den Primérkulturen in diesem Versuch
etwa gleichféormig niedrig. Mit einer RUNX2-Expression von 11,4 am 12. Tag erreichte
DZB-243 den maximalen Wert. Die geringste Expression wurde bei DZB-226 am 20. Tag
gemessen und damit als 1 definiert. Die Messungen lieen keine auftfdlligen Unterschiede bei

der RUNX2 Expression erkennen.

Die Darstellung der Messungen entsprechend der Gruppeneinteilung nach ihrem Kalzifizie-

rungsgrad (Abb. 31) zeigt ebenfalls relativ gleichbleibende Expressionen von RUNX2.
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Abb. 31: Q-PCR, Expression von RUNX2 bei Primérzellkulturen im Differenzierungsverlauf, die
jeweils den Gruppen ,.kalzifiziert (n=3) und ,,nicht kalzifiziert (n=6) zugeordnet sind.
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Die ermittelte maximale Expression von RUNX2 wurde von den Zellen in der Gruppe ,,Kon-
trolle-kalzifiziert“ am 16. Tag, mit einem Wert von 8,0 erreicht. Bei der Gruppe ,,0steoDiff-
kalzifiziert” lag der maximalen Wert bei 7,3 am vierten Tag. Die Zellen der Gruppe ,,0steo-
Diff-nicht kalzifiziert erreichten ebenfalls eine maximale Expression von 7,3 am vierten
Tag. Bei der Gruppe ,,Kontrolle-nicht kalzifiziert erreichten die Zellen eine maximale Ex-
pression von 6,2 am achten Tag. Die durchschnittlich niedrigste Expression mit 2,5 facher
Erhohung lag am 20. Tag bei den Zellen der Eingruppierung: ,,osteoDiff-nicht kalzifiziert™.
Es lassen sich fiir die Expression von RUNX2 {iber den Kulturverlauf, wenn iiberhaupt, nur

schwache Tendenzen erkennen.

Die Untersuchung der RUNX2 Expression hinsichtlich der Potenz einzelner Primérkulturen
zur Kalzifizierung, wird an den nun folgenden Darstellungen gezeigt. Zundchst wurden die
neun verschiedenen Primérkulturen mit ihrer jeweilig durchschnittlichen Expression fiir

RUNX2 aufgefiihrt.

15 +
N
x
c
=}
@ 10
[
o
‘0
® @ Kontrolle
S W osteo Diff
o
2 5-
<
©
O _

DzB- DzB- DzB- DZB- DZB- DZB- DzB- DZB- DZB-
153 171 175 182 198 226 242 243 404

Priméarzellen

Abb. 32  Q-PCR Gesamtexpression RUNX2 der jeweiligen Priméarkulturen (n=5).

In der Abb. 32 erreichten die Primirzellen DZB-243 in osteogenem Differenzierungsmedium
den hochsten durchschnittlichen Expressionswert von 7,1. Die niedrigste Expression wurde
fir DZB-153 und DZB-171 mit 3,6 fiir die differenzierten Zellen ermittelt. Bei den Zellen in
Kontrollmedium wurde die hochste RUNX2 Expression von 7,5 bei der Primérkulur DZB-
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404 gemessen. Das Expressionsminimum von 4,4 fiir Primérzellen in Kontrollmedium wurde

bei DZB-243 gemessen.

Es zeigten sich jedoch keine starken Expressionsunterschiede zwischen den Primérkulturen.

Alle Primirkulturen wiesen in diesem Versuch eine etwa vergleichbare Expression von

RUNX2 auf.

In der nun folgenden Darstellung wurde die durchschnittliche Genexpression von RUNX2 der
einzelnen Primérkulturen gegen die entsprechende Kalzifizierung aufgetragen. Da nach einer
Vorinformation zu dem Kalzifizierungsvermogen der jeweiligen Zellen gesucht wurde, wur-

den die hier die Werte der Zellen in Kontrollmedium eingesetzt.
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Abb. 33:  Q-PCR Gesamtexpression RUNX2 der jeweiligen Primérkulturen (n=5) in Standardmedi-
um. Eingezeichnete Ausgleichsgerade und Bestimmtheitsmal.

Die maximale RUNX2 Expression von 7,5 wurde fiir die Zellen der Primarkultur DZB-404
(/) gemessen. Bei dieser Primédrkultur wurde nach der osteogenen Differenzierung auch die
hochste Kalziumkonzentation von 490 ng/cm? gemessen. Die niedrigste RUNX2 Expression
wurde bei der Primérkultur DZB-243 mit 4,4 facher Erhohung hier lag die Kalziumkonzent-

ration bei 216 ng/cm?.

Fiir die Ausgleichsgerade wurde ein Bestimmtheitsmal3 von R?=0,0609 angegeben. Daraus

lasst sich ein Korrelationskoeffizient von R=0,25 berechnen. Um die Nullhypothese verwer-
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fen zu konnen, miisste laut Tabelle A10 in dem Buch Statistische Methoden (Sachs, 1980)
der Korrelationskoeffizient mindestens einen Wert von |R|=0,6664 erreichen. Demzufolge
besteht bei den jeweiligen Primirzellkulturen keine Korrelation zwischen der Kalzifizierung

und der Expression von RUNX2.

3.2.2.2.4 Alkalische Phosphatase (ALPL)

Fiir die Expression der alkalischen Phosphatase (ALPL) zeigten sich iiber den Kulturverlauf

folgende Werte:
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Abb. 34:  Q-PCR, relativer Expressionslevel von ALPL, dargestellt in x-fach, iiber den Verlauf der
osteogenen Differenzierung von neun verschiedenen Primérkulturen (a-i).

Die Spanne der relativen Expressionsunterschiede von alkalischer Phosphatase war grof3er,
als die der zuvor gezeigten relativen Expressionen von Osteokalzin und RUNX2. Generell
fiel die Expression bei den Zellen in Kontrollmedium hdher aus, als bei den Zellen in osteo-
genem Differenzierungsmedium. Die hochste Expression alkalischer Phosphatase mit einer
264-fachen Erhohung zum Normwert, wurde am sechzehnten Tag bei der Primérzellkultur
DZB-404 in Kontrollmedium gemessen. Die geringste Expression wurde am vierten Kulti-
vierungstag bei der Primérzellkultur DZB-171 in Kontrollmedium gemessen und damit als
,eins® definiert. Die Expressionen von ALPL lagen bei den meisten Messproben unterhalb
einer hundertfachen Erhohung. Die beiden Primérzellkulturen DZB-153 und DZB-404 fielen
mit mehreren Messungen deutlich iiber der hundertfachen Erh6hung besonders auf. Das zeig-

te sich insbesondere bei den Zellen in Kontrollmedium.
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Abb. 35:  Q-PCR, Expression von alkalischer Phosphatase (ALPL) bei Primérzellkulturen im Diffe-
renzierungsverlauf, die jeweils den Gruppen ,kalzifiziert” (n=3) und ,,nicht kalzifiziert
(n=6) zugeordnet sind.

Die maximale Expression der alkalischen Phosphatase wurde von allen Gruppen am sech-
zehnten Tag erreicht. Bei der Gruppe ,,Kontrolle-kalzifiziert mit einem Wert von 189,1 bei
der Gruppe ,,Kontrolle-nicht kalzifiziert* mit 68,2 bei der Gruppe ,,osteoDiff-kalzifiziert* mit
60,6 und bei der Gruppe ,,osteoDiff-nicht kalzifiziert* mit einem Wert von 37,7.

Alle Gruppen hatten am ersten Messpunkt, dem vierten Tag der Kultivierung, die niedrigste
Expression. Die Werte stiegen bis zum 16. Tag auf den jeweils maximalen Wert und fielen
dann wieder ab. Die Gruppe ,,osteoDiff-kalzifiziert” hatte lediglich am 12. Tag eine abwei-

chend niedrige Expression.

In der folgenden Abb. 36 wird die durchschnittliche Expression von alkalischer Phosphatase

fiir die jeweiligen Primérkulturen liber den Kulturverlauf gezeigt:



3 Ergebnisse 63

250 +

200

150 ~

O Kontrolle
M osteo Diff
100

relative Expression ALPL
|

50

DzB- DzB- DzB- DZB- DZB- DZB- DZB- DZB- DZB-
153 171 175 182 198 226 242 243 404

Abb. 36: Q-PCR der durchschnittlichen Expression von ALPL der jeweiligen Primarkulturen (Stan-
dardabweichung n=5).

Die durchschnittlich hochste relative Expression der alkalischen Phosphatase von 125 wurde
bei der Primérzellkultur DZB-404 in Kontrollmedium gemessen. Dieser Wert wurde mit
122,3 dicht gefolgt von den Primérzellen DZB-153 in Kontrollmedium. Die niedrigste Ex-
pression wies die Primirzellkultur DZB-198 mit 14,4 in Kontrollmedium auf. Bei den diffe-
renzierten Zellen wurde die hochste Expression von 49,2 bei der Primérkultur DZB-175 er-

mittelt.

Die Expression von alkalischer Phosphatase war (wie auch bei der Darstellung des Kultur-
verlaufes in Abb. 34 und Abb. 35) generell bei den Kontrollzellen in Standardmedium héher
als bei den entsprechenden Zellen in Differenzierungsmedium. Das galt fiir alle Primérkultu-

ren in diesem Versuch bis auf die Ausnahme der Priméarzellen von DZB-198.

In der folgenden Abb. 37 wird die Beziehung von der Genexpression alkalischer Phosphatase

und der entsprechenden Kalzifizierung der jeweiligen Primérkulturen genauer untersucht.
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Abb. 37:  Q-PCR Gesamtexpression ALPL der jeweiligen Priméarkulturen (n=5) in Standardmedium.
Eingezeichnete Ausgleichsgerade und Bestimmtheitsmal.

Bei dem Vergleich der relativen Expression alkalischer Phosphatase mit der Kalzifizierung
fielen vor allem die Primédrkulturen DZB-153 und DZB-404 (A /\) ins Auge. Mit Durch-
schnittswerten von 122 und 125 fiir die relative Expression der alkalischen Phosphatase (auf-
getagen auf der x-Achse) lagen sie sehr viel hoher als alle anderen Primérzellkulturen, die
relative Expressionen zwischen 14,4 und 66,8 aufwiesen. Da diese beiden Primérkulturen
auch die stdrkste Kalzifizierung in osteogenem Differenzierungsmedium gebildet hatten, la-
gen sie mit 490 ng/cm? fiir DZB-404 und mit 464 ng/cm? fiir DZB-153 hdher als alle anderen

Primérzellkulturen.

Fiir die Ausgleichsgerade wurde ein BestimmtheitsmaBl von R? = 0,8175 ermittelt. Daraus
lasst sich ein Korrelationskoeffizient von R = 0,9042 berechnen. Fiir den Test der Nullhypo-
these (Korrelationskoeffizient gleich Null) ist bei zweiseitiger Fragestellung durch Korrelati-
onskoeffizienten mit Werten |R| > 0,8983 laut Tabelle A10 in dem Buch Statistische Metho-
den (Sachs, 1980), ein Signifikanzniveau von 0,001 erreicht. Deshalb kann mit einer Restun-
sicherheit von 0,1% die Gegenhypothese angenommen werden: Es gab bei den dentalen Pri-

mérzellen eine Korrelation zwischen der Kalzifizierung und der Expression von alkalischer

Phosphatase (ALPL).
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Fiir diese Aussage wurden alle fiinf Messungen iiber den Kultivierungszeitraum einbezogen.
Die relative Expression von ALPL wies jedoch leichte Schwankungen auf. Beispielsweise
zeigten sich bei allen Primérkulturen niedrige Expressionswerte bei Kulturbeginn. Betrachtet
man die Korrelation zwischen ALPL-Expression und Kalzifizierung gesondert fiir jeden ein-

zelnen Tag der Messreihe, so ergibt sich fiir jeden Zeitpunkt ein signifikantes Ergebnis:

Messung | Geradengleichung | Bestimmtheitsmall | Korrelationskoeffizient | Restunsicherheit

Tag R R [%]
4 y =13 92% + 35 822 07674 0,8760 1
a y =5 1948 - 47 983 05547 0,7448 ]
12 y = 38452 - 57 809 05210 0 5051 0,1
16 y =2 0155% - 45 768 08573 05259 0,1
20 y =2 8475 - 50,106 0 A385 07339 ]

Tab.5:  Korrelationskoeffizient Kalzifizierung / Expression ALPL.

Die Signifikanzschranken fiir 5% Restunsicherheit liegt bei einem Korrelationskoeffizient

IR| > 0,6664; die 1% Schranke liegt bei [R| > 0,7977 und die 0,1% Schranke bei |[R| > 0,8983.

Beim ersten Messzeitpunkt am vierten Tag, mit aufféllig niedriger Expression, erreichte der
Korrelationskoeffizien dennoch die 1% Schranke. An den Messtagen 12 und 16 kann die
Nullhypothese zu einem Signifikanzniveau von 0,001 verworfen werden. Fiir die Korrelation
von Kalzifizierung und Expression von alkalischer Phosphatase (ALPL) verbleibt hier also

noch eine Restunsicherheit von 0,1% und ist damit hoch signifikant.
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3.3 Neurogene Differenzierung dentaler Primarkulturen

Fiir den Nachweis der neurogenen Potenz dentaler Zellen wurden die Primérzellen nach ei-
nem neurogenen Differenzierungsprotokoll kultiviert (Kogler et al., 2004; Degistirici et al.,
2008). Zunichst bildeten die Zellen in einer ersten Phase in Neurobasalmedium Sphéroide,
dann wurden sie in neurogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Wahrend dieser zweiten
Phase wurden die Morphologie und das Proliferationsverhalten von vier Primérzell-
populationen dokumentiert. Zwei Primérzellkulturen wurden zusitzlich nach der Differenzie-

rungsphase hinsichtlich ihrer Genexpression untersucht.

3.3.1 Morphologie und Proliferationsverhalten, Einfluss der Medium-

komponenten

Die Auswirkung der Differenzierungsmedien auf die Primérzellkulturen wird zunéchst an-
hand mikroskopischer Fotos bei fiinfzigfacher VergroBerung jeweils zu Beginn und zum Ab-
schluss der Differenzierungsphase gezeigt. Dabei wird jeweils der Mittelpunkt der Kavitit
betrachtet, da aulen liegende Bereiche aufgrund der Meniskusbildung des fliissigen Kultur-
mediums undeutlich sind (siehe Kap. 2.6.1.2). Die Bezeichnung der dentalen Primérkulturen

erfolgt in diesem Kapitel mit der Kennzeichnung der Passagenzahl hinter der DZB-Nummer.

3.3.1.1 Dentale Primarzellen DZB-202p5

Anhand mikroskopischer Fotos und einer Quantifizierung der Zellen iiber den Kulturverlauf
wird die Auswirkung von Differenzierungmedien auf die Primarkultur DZB-202p5 gezeigt.
Dabei wird zunichst der Effekt von neurogenem Differenzierungsmedium und anschlieend

bei Verdnderung der Mediumkomponenten dargestellt.
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3.3.1.1.1 Reaktion auf neurogenes Differenzierungsmedium

Abb. 38: Mikroskopische Fotos der Primérzellen DZB-202p5 in neurogenem Differenzierungs-
medium. Foto A zeigt die Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kultivierung.

Bei Kultivierungsbeginn sind einige lang ausgezogene Zellen zu sehen (Abb. 38A). Zum
Abschluss der Kultivierung sind deutlich weniger Zellen erkennbar (Abb. 38B). Im Ver-
gleich dazu die mikroskopischen Fotos der Zellen in Kontrollmedium (Abb. 39):

Abb. 39: Mikroskopische Fotos der Primérzellen DZB-202p5 in Kontrollmedium. Foto A zeigt die
Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kultivierung.

Bei Kulturbeginn befanden sich wenige Zellen im Standard-Kontrollmedium (Abb. 39A).
Am dreizehnten Tag hatten die Zellen die Grundfliche des Kulturgefilles konfluent iiber-
wachsen und mehrere Zellschichten gebildet (Abb. 39B). Von der ersten bis zu der letzten
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mikroskopischen Aufnahme ist ein starker Anstieg der Zellzahl in Kontrollmedium zu erken-

nen.

Anhand der mikroskopischen Fotos wurden jeweils in einem definierten Bereich die Zellzah-
len ermittelt (siche Kap. 2.6.1.2). Es handelt sich bei diesem Verfahren um eine nicht invasi-
ve Zellzahlbestimmung, da so die Kultur der Zellen nicht maf3geblich beeintrichtigt wird. In
dem folgenden Diagramm wurden die ermittelten Zellzahlen als Graph dargestellt und so das
Proliferationsverhalten der Zellen dokumentiert (die Farbe der Graphen entspricht der Rah-

menfarbe bei den mikroskopischen Fotos).

—= Kontrolle (1 = 0,55 d™)
—-Neuro (1 =-0,32d%)

Anzahl Zellen

Kultivierungsdauer [d]

Abb. 40: Proliferationsverhalten der Zellen DZB-202p5 in neurogenem Differenzierungsmedium
im Vergleich zu den gleichen Zellen in Kontrollmedium.

Die ersten adhédrenten Zellen wurden am Tag nach Versuchsstart gezéhlt. Die Startzellmenge
in neurogenem Differenzierungsmedium ergab durchschnittlich 25 adhédrente Zellen (pro
mm?) im Zihlausschnitt. Die Zellzahl sank iiber den Kultivierungszeitraum kontinuierlich ab.
Nach 13 Tagen war durchschnittlich noch eine Zelle in dem Zahlausschnitt auszumachen.
Damit ergab sich fiir die Zellen in neurogenem Differenzierungsmedium eine spezifische
Wachstumsrate (Kap. 2.3.4) von p=-0,32d". Die Startzellmenge im Kontrollmedium be-
trug durchschnittlich 36 Zellen pro mm?. Die Zellzahl stieg an und am vierten Tag befanden

sich 185 Zellen im Z&hlausschnitt. Damit ergab sich bis zum vierten Tag eine spezifische
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Wachsturmsrate von p = 0,55 d”. Aufgrund der hohen Zelldichte waren in dieser Kavitt

spatere Zahlungen nicht moglich.

In Kontrollmedium vermehrten sich die Zellen, wihrend in neurogenem Differenzierungs-
medium viele Zellen abstarben. Der Proliferationsverlauf der Zellpopulationen ist in den bei-

den Kulturmedien demzufolge gegensétzlich.

3.3.1.1.2 Einfluss der Mediumkomponenten

Es wurde zudem die Wirkung der Mediumkomponenten IBMX (3 Isobutyl-1-Methyl Xan-
thin), Dexamethason und B-Glycerolphosphat auf die Zellkulturen untersucht.

Dabei wurde zunéchst der Effekt der Komponente IBMX auf das Proliferationsverhalten der
Zellen untersucht, indem die Zellen in neurogenen Differenzierungsmedium mit und ohne

IBMX untersucht wurden.

Abb. 41: Mikroskopische Fotos der Primérzellen DZB-202p5 in neurogenem Differenzierungs-
medium ohne die Mediumkomponente IBMX. Foto A zeigt die Zellen am Tag eins, Foto
B am Tag 13 der Kultivierung.

Auf dem mikroskopischen Foto zu Kulturbeginn sind einige Zellen in neurogenem Differen-
zierungsmedium ohne IBMX zu sehen (Abb. 41A). Am 13. Tag zum Abschluss der Kultivie-
rung sind weniger Zellen erkennbar (Abb. 41B). Auch in neurogenem Differenzierungsmedi-
um ohne IBMX sanken die Zellzahlen vom zweiten bis zum vierzehnten Tag. Dennoch sind

am Kultivierungsende einige wenige Zellen erkennbar.
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Die Quantifizierung der jeweils vier Parallelkulturen zeigte folgendes Proliferations-

verhalten:
200
—== Kontrolle (u = 0,55 d)
Neuro wo IBMX (p = - 0,10 d')
— Neuro (u=-0,32d")
150 +
c
Qo
o
N
=
S 100 -
<
<
50 ¢
v
<N
0 ‘ — e 5
1 3 5 7 9 11 13

Kultivierungsdauer [d]

Abb. 42: Proliferationsverhalten der Zellen DZB-202p5 in neurogenem Differenzierungsmedium
ohne IBMX (3 Isobutyl-1-Methyl Xanthan) im Vergleich zu den Zellen in vollstdndigem
neurogenem Differenzierungsmedium und in Kontrollmedium.

In der Abb. 42 wurden zum Vergleich wiederum die Proliferationsverlaufe der Zellen in
Standardmedium und in neurogenem Differenzierungsmedium aus der Abb. 40 eingetragen.
Die Startzelldichte in neurogenem Differenzierungsmedium ohne IBMX betrug 47 Zellen im
Zahlausschnitt. Nach einem leichten Anstieg sank die Zellzahl auf 15 Zellen/mm?. Die ermit-
telte spezifische Wachstumsrate von p =- 0,10 d”' lag héher als in dem neurogenem Diffe-
renzierungsmedium mit p = - 0,32 d'. Auch bei nicht absolut gleicher Startzelldichte ist da-
mit deutlich, dass die Absterberate der Zellen in neurogenem Differenzierungsmedium

schwicher ist, wenn es ohne IBMX zubereitet wurde.

Uberdies wurde untersucht, ob die dentalen Zellen bei einem kombinierten Stimulus in der
Lage sind, ihr Wachstums- und Differenzierungspotential zu verbessern. Dazu wurden die
dentalen Zellen in neurogenem Differenzierungsmedium kultiviert, welchem die Reagenzien
fir eine osteogene Differenzierung (Dexamethason, B-Glycerolphosphat und L-

Ascorbinséure) zugesetzt wurden.
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Abb. 43:  Mikroskopische Fotos der Primérzellen DZB-202p5 in neuro-/osteogenem Differenzie-
rungsmedium. Foto A zeigt die Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kultivierung.

Bei Kulturbeginn hatten wenige Zellen im neuro-/osteogenen Differenzierungsmedium adhi-
riert (Abb. 43A). Am 13. Tag, also am Ende der Differenzierung, konnten im neurogenem
Differenzierungsmedium mit Zusatz der Komponenten fiir die osteogene Differenzierung
noch einige adhérente Zellen gezdhlt werden (Abb. 43B). Die Zellen proliferierten zwar
nicht, dennoch sank die Zellzahl nicht so drastisch ab wie bei den Zellen in reinem neuroge-

nem Differenzierungsmedium.

Zum Vergleich dazu wurden die Zellen in reinem osteogenem Differenzierungsmedium kul-
tiviert und gezéhlt. Die Zellen am Kultivierungsstart und am Kultivierungsende sahen fol-

gendermaflen aus:

Abb. 44: Mikroskopische Fotos der Primérzellen DZB-202p5 in osteogenem Differenzierungs-
medium. Foto A zeigt die Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kultivierung.



3 Ergebnisse 72

Zu Beginn der Kultur befanden sich wenige Zellen im osteogenen Differenzierungsmedium
(Abb. 44A). Am 13. Tag haben die Zellen die Grundfliche des Kulturgefiles konfluent
iiberwachsen und mehrere Zellschichten gebildet (Abb. 44B). Vom 1. zum 13. Tag ist auf
den mikroskopischen Aufnahmen ein starker Anstieg der Zellzahlen in osteogenem Differen-
zierungsmedium zu erkennen. Die auf den Fotos ausgezédhlten Zellen zeigten folgende Proli-

ferationsverlaufe:
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Abb. 45:  Proliferationsverhalten der Zellen DZB-202p5 in neuro-/osteogenem Differenzierungs-
medium im Vergleich zu den gleichen Zellen in osteogenem Differenzierungsmedium und
in Kontrollmedium.

Zum Vergleich sind die Proliferationsverldufe der Zellen in Standardmedium und in neuro-
genem Differenzierungsmedium aus der Abb. 40 in der Darstellung in Abb. 42 eingetragen.
Die Zellen in neuro-/osteogenem Differenzierungsmedium hatten zu Beginn der Kultivierung
eine Zellzahl von 35. Diese sank {iber den Verlauf der Differenzierung leicht ab. Am Diffe-
renzierungsende konnten noch durchschnittlich 12 adhdrente Zellen in den Zéhlausschnitten
der Parallelansétze ermittelt werden. Die entsprechende spezifische Wachsturmsrate betrégt
u=-0,09d". In dem rein osteogenen Differenzierungsmedium wurde eine Startzellzahl von
43 ausgemacht. Die Zellen proliferierten stark, so dass noch am 5. Kultivierungstag 120 Zel-
len im Zéhlausschnitt ermittelt werden konnten und an den folgenden Tagen aufgrund der
hohen Zelldichte keine weiteren Zahlungen moglich waren. Die entsprechende spezifische

Wachstumsrate der Zellen betrigt in osteogenem Differenzierungmedium p = 0,26 d™'.
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3.3.1.2 Dentale Primarzellen DZB-403p5

Anlisslich der Variabilitdt verschiedener Primédrkulturen wurden weitere Primérpopulationen
getestet. Zur besseren Erfassbarkeit werden die Proliferationsverldufe der verschiedenen Pri-
markulturen einzeln dargestellt und zum Abschluss die spezifischen Wachstumsraten in den

jeweiligen Medien in einer Grafik zusammengefasst.

3.3.1.2.1 Reaktion auf neurogenes Differenzierungsmedium

Die Zellen DZB-403p5 zeigten sich bei Kultivierung in unterschiedlichen Medien folgen-

dermalien:

ADbb. 46: Mikroskopische Fotos der Primdzellen DZB-403p5 in neurogenem Differen-
zierungsmedium. Foto A zeigt die Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kultivie-
rung.

Abb. 47:  Mikroskopische Fotos der Primérzellen DZB-403p5 in Standardmedium. Foto A zeigt die
Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kultivierung.
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ADbb. 48: Mikroskopische Fotos der Primdrzellen DZB-403p5 in neurogenem Differenzierungs-
medium ohne die Komponente IBMX (Abkiirzung). Foto A zeigt die Zellen am Tag eins,
Foto B am Tag 13 der Kultivierung.

Die Zellen der aus DZB-403 (Abb. 46 bis Abb. 48) zeigten folgendes Proliferationsverhalten:
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Abb. 49: Proliferationsverhalten der Zellen DZB-403p5 in neurogenem Differenzierungsmedium
ohne IBMX im Vergleich zu den gleichen Zellen in vollstandigem neurogenem Differen-
zierungsmedium und in Kontrollmedium.

Die Zellzahl zu Beginn der Kultivierung in neurogenem Differenzierungsmedium betrug 92
Zellen. Uber den Kulturverlauf sank die Anzahl auf 20 Zellen ab. Die daraus folgende spezi-
fische Wachstumsrate betrigt u=- 0,13 d"'. Im Kontrollmedium stieg die Zellzahl von an-
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fanglich 93 Zellen am vierten Tag bereits auf 192 Zellen. Die spezifische Wachstumsrate lag
bei p=0,24d". An den folgenden Tagen war die Anzahl der Zellen zu hoch fiir eine Aus-
zdahlung im Messrahmen. Im neurogenen Differenzierungsmedium ohne die Komponente
IBMX, wurden am ersten Tag 84 Zellen gezdhlt. Am 13. bzw. letzten Tag konnten noch 107
Zellen ausgezédhlt werden. Daraus resultierte eine spezifische Wachstumsrate von

n=0,02d-".

Damit wird bestétigt, dass auch von den Primérzellen DZB-403p5 nur ein geringer Anteil der
Zellen bis zum Kultivierungsende in neurogenem Differenzierungsmedium tiberleben konn-
te. Das neurogene Differenzierungsmedium stellte auch bei diesen Primérzellen ohne die

Komponente IBMX eine giinstigere Lebens- und Proliferationsgrundlage dar.

3.3.1.2.2 Reaktion bei Zusatz osteogener Differenzierungskomponenten

Die Primérzellen von DZB-403p5 wurden ebenso in Medien mit osteogenen Komponenten
getestet. Die mikroskopischen Fotos von Kultivierungbeginn und Kultivierungsabschluss in
neurogenem Differenzierungmedium + Dexamethason + B-Glycerolphosphat + Ascorbin-
sdure und in neuronalem Differenzierungsmedium + Dexamethason + Ascorbinsdure und
osteogenem Differenzierungsmedium (Standardmedium + Dexamethason + B-Glycerol-

phosphat + Ascorbinsdure) werden in den Abb. 50 bis Abb. 52 dargestellt:

Abb. 50: Mikroskopische Fotos der Primérzellen DZB-403p5 in neurogenem Differenzierungs-
medium mit dem Zusatz der osteogenen Komponenten B-Glycerol-Phosphat, Ascorbat,
Dexamethason. Foto A zeigt die Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kultivierung.
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Abb. 51: Mikroskopische Fotos der Primdrzellen DZB-403p5 in neurogenem Differenzierungs-
medium mit dem Zusatz der osteogenen Komponenten, Ascorbat, Dexamethason. Foto A
zeigt die Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kultivierung.

Abb. 52:  Mikroskopische Fotos der Primérzellen DZB-403p5 in osteogenem Differen-
zierungsmedium. Foto A zeigt die Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kulti-
vierung.

Die Quantifizierung der Zellen und die daraus resultierenden Proliferationsverldufe wurden

in der folgenden Abb. 53 als Graphen dargestellt:
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Abb. 53: Proliferationsverhalten der Zellen DZB-403p5 in neurogenem Differenzierungsmedium
+ osteogen stimulierenden Komponenten (Dexametason+8-Glycerolphosphat + Ascorbat)
im Vergleich die Zellen DZB-403p5 in osteogenem Differenzierungsmedium, in Kon-
trollmedium und in neurogenem Differenzierungsmedium. AuBlerdem Zellen in neuroge-
nem Differenzierungsmedium + Dexametason + Ascorbat.

In der Abb. 53 sind zum Vergleich die Graphen von den Zellen in Standardkontrollmedium
und in neurogenem Differenzierungsmedium aus der Abb. 49 gezeigt. Zu Beginn der Kulti-
vierung in neurogenem Differenzierungsmedium + Dexamethason + B-Glycerolphosphat
+ Ascorbinsiure befanden sich im Zihlausschnitt 64 Zellen. Uber den Verlauf der Differen-
zierung stieg die Zellzahl leicht an bis zu einem Maximum am fiinften Kultivierungstag von
127 Zellen und sank dann wiederum leicht ab. Am Differenzierungsende konnten noch
durchschnittlich 104 adhérente Zellen in dem Zahlausschnitt ermittelt werden. Die daraus
berechnete spezifische Gesamtwachstumsrate betrigt p = 0,01 d'. Die Zellen in neurogenem
Differenzierungsmedium denen nur Ascorbinsdure und Dexamethason zugegeben wurden,
hatten einen sehr dhnlichen Proliferationsverlauf. Auf den Fotos zu Beginn der Differenzie-
rung wurden durchschnittlich 84 Zellen gezihlt. Uber den Differenzierungsverlauf ergab sich
dann ein leichter Anstieg der Zellzahl bis zu einem Maximum am 5. Kultivierungstag mit
128 Zellen und wieder einem leichten Absinken auf 95 Zellen am Kultivierungsende. Auf-
grund der niedrigeren Startzelldichte errechnet sich daraus eine spezifische Gesamt-

wachstumsrate von p = 0,04 d”'.
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In osteogenes Differenzierungsmedium wurden dem Standardmedium die Komponenten B-
Glycerol-Phosphat, L-Ascorbinsdure und Dexamethason zugegeben. In dem rein osteogenen
Differenzierungsmedium wurde eine Startzellzahl von 35 ausgemacht. Die Zellen proliferier-
ten stark, so dass noch am 5. Kultivierungstag 125 Zellen im Zéhlausschnitt ermittelt werden
konnten und an den folgenden Tagen aufgrund der hohen Zelldichte keine weiteren Zahlun-
gen moglich waren. Die bis dahin berechenbare spezifische Wachstumsrate betrug

n=046d".

3.3.1.3 Dentale Primarzellen DZB-404p7

Als weitere dentale Primirzellkultur wurde bei DZB-404p7 die Wirkung unterschiedlicher
Differenzierungsmedien untersucht. Dazu wurden von den Zellen in unterschiedlichen Me-
dien zunichst die mikroskopischen Fotos und anschlieend alle Quantifizierungen als Proli-

ferationsverldufe in einer Gesamtdarstellung gezeigt.

3.3.1.3.1 Reaktion auf ,,neurogenen Shift* von 5 Tagen

Zunichst wird bei der neurogenen Differenzierung der Effekt einer Methode gezeigt, bei der

die Zugabe von Retinséure als ,,Shift* durchgefiihrt wurde.

Widera berichtet in seiner Veroffentlichung iiber eine Methode, die neurogene Differenzie-
rung als ,,Shift" bei den dentalen Zellen einzusetzen (Widera, 2007). Bei diesem Verfahren
werden die Zellen anfinglich in dem vollstdndigen neurogenen Differenzierungsmedium mit
der Komponente Retinsdure kultiviert. Dieser kiirzere Einsatz von Retinsdure wurde in dem
folgenden Versuch getestet, indem ab dem 5. Tag das neurogene Differenzierungsmedium

fiir die Zellen ,,Neuro Shift* ohne Retinsdure angesetzt wurde.



3 Ergebnisse 79

200 -=- Kontrolle (4 = 0,60 d™)
——Neuro (L=-0,34d?)
—— Osteo (1 = 0,66 d™)
NeuroOsteo (1 = 0,02 d)
150 ~ NeuroShift (4 = - 0,22 d)
c
[}
3 "Neuro Shift" ab dem 5. Tag
N 100 j neurogenes Differenzierungs-
EE:s medium ohne Retinsdure
c
<
50 1
0+ T T V\\—‘ T
1 3 5 7 9 11 13

Kultivierungsdauer [d]

Abb. 54: Proliferationsverhalten der Zellen DZB-404p7 in neurogenem Differenzierungsmedium
+ osteogen  stimulierenden = Komponenten (Dexametason  + B-Glycerolphosphat
+ Ascorbat) im Vergleich die Zellen DZB-404p7 in osteogenem Differenzierungsmedium,
in Kontrollmedium und in neurogenem Differenzierungsmedium. Zusétzlich werden Zel-
len in neurogenem Differenzierungmedium ,,Neuro Shift“ ab dem fiinften Tag ohne die
Komponente Retinsdure kultiviert.

Die Proliferationsverldufe der Zellen in den unterschiedlichen Medien wurden in der Graphik
der Abb. 54 gemeinsam dargestellt. Die Zellen im ,,Neuro Shift“-Medium hatten eine Start-
zellzahl von 73 Zellen. Am 5. Tag wurden noch 28 Zellen gezihlt. Ab diesem Zeitpunkt wur-
de fiir die Zellen ,,Neuro Shift* das neurogene Medium ohne Retinsdure angesetzt. Die Zell-
zahl sank dennoch weiterhin ab auf eine Endzellzahl von sieben Zellen am zwdlften und letz-
ten Kulturtag. Die daraus resultierende spezifische Gesamtwachstumsrate betrug u =- 0,22 d°
' Die Startzellzahl in neurogenem Differenzierungmedium betrug 108 Zellen. Uber den Ver-
lauf der Kultur sank die Zellzahl ab. Am Ende der Differenzierung am 12. Tag wurden
durchschnittlich 3 Zellen gezéhlt. Die daraus berechenbare spezifische Wachstumsrate betrug
u=-0,34 d". Analog zu den bisherigen Versuchsliufen zeigte sich auch hier, dass die Zellen
in neurogenem Differenzierungsmedium die ungiinstigsten Lebensbedingungen hatten. Im
Kontrollmedium wurden zu Beginn der Kultivierung 18 Zellen gezihlt. Uber den Kulturver-
lauf stieg die Zellzahl. Am sechsten Tag konnten noch 309 Zellen gezéhlt werden. In den
folgenden Fotos hatten die Zellen auf dem Boden des Kulturgefifles einen verhdltnismafig

konfluenten Zellrasen gebildet. Damit waren die einzelnen Zellen nicht mehr zéhlbar. Die bis
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zum sechsten Tag berechenbare spezifische Wachstumsrate betrug p = 0,60 d'. In neuroge-
nem Differenzierungsmedium + Dexamethason + B-Glycerolphosphat + Ascorbinsdure be-
trug die Startzellzahl 54 Zellen. Uber den Kulturverlauf sank die Zellzahl bis zum Ende der
Differenzierung leicht ab auf 46 Zellen. Daraus resultiert eine spezifische Wachstumsrate
von p=-0,02d"". Die Zellen in osteogenem Differenzierungsmedium hatten eine Startzell-
zahl von 15 Zellen. Am fiinften Tag konnten 161 Zellen gezdhlt werden. Auf den Fotos der
darauf folgenden Kulturtage waren die einzelnen Zellen aufgrund der Konfluenz nicht mehr
zihlbar. Die spezifische Wachstumsrate betrug bis dahin p= 0,66 d”'. In dem osteogenem

Differenzierungsmedium sind die Zellen bei diesem Versuchslauf am stérksten proliferiert.

3.3.1.4 Dentale Primarzellen DZB-404p5

3.3.1.4.1 Reaktion auf ,,neurogenen Shift“ von vier Tagen

Dieser Versuch folgt dem Prinzip des Versuches (Kap. 3.3.1.3). Jedoch wurden die Zellen
»heuro Shift* hier vier Tage in neurogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Ab dem vier-
ten Tag wurde die Kultivierung fortgesetzt mit neurogenem Differenzierungsmedium ohne

Retinsdure und ohne IBMX.

Abb. 55:  Mikroskopische Fotos der Primérzellen DZB-404p5 in neurogenem Differen-
zierungsmedium (,,Neuro Shift*), welches nach fiinf Tagen ohne Retinsdure und ohne
IBMX angesetzt wurde. Foto A zeigt die Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kul-
tivierung.

Der Kultivierungsbeginn erfolgte mit vitalen Zellen und einer etwas hoheren Zelldichte
(Abb. 55A). Die Zellen hatten aufgrund ihrer ldngeren Zellausldufer eine etwas langezogene

Form. Durch eine Adhérierung auf dem Gefdfboden mit geringer Kontaktflache, wirken die
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Zellen erhoht. Auch bei Kultivierungsende lagen viele vitale Zellen vor, die groBflachig ad-

hirierten und dadurch abgeflacht wirken (Abb. 55B).

Abb. 56: Mikroskopische Fotos der Primérzellen DZB-404p5 in neurogenem Differen-
zierungsmedium. Foto A zeigt die Zellen am Tag eins, Foto B am Tag 13 der Kultivie-
rung.

Der Kultivierungsbeginn erfolgte ebenfalls mit vitalen Zellen und einer etwas hoheren Zell-
dichte (Abb. 56A). Bis zum vierten Tag lagen bei den Zellen in neurogenem Differenzie-
rungmedium und den Zellen der Gruppe ,,neuro Shift* identische Kulturbedingungen vor. So
weisen die Zellen ,,Neuro Diff* und ,,Neuro Shift“ zu Kultivierungsbeginn die gleiche Mor-
phologie auf. Analog zu den vorangegangenen Kultivierungsldufen in neurogenem Differen-
zierungmedium (Kap. 3.3.1.1 bis Kap. 3.3.1.3), waren am Kultivierungsende nur noch ver-
gleichsweise wenige Zellen anwesend (Abb. 55B). Diese bildeten vor allem spitze Auslaufer.
Morphologisch unterschieden sich die Zellen in neurogenem Differenzierungmedium am

Kultivierungende deutlich zu den Zellen der Gruppe ,,Neuro Diff*.

In der Abb. 57 sind die Proliferationsverldufe der dentalen Zellen DZB-404p5 in verschiede-
nen Medien als Graphen dargestellt:
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Abb. 57: Proliferationsverhalten der Zellen DZB-404p5 in neurogenem Differenzierungsmedium
+ osteogen  stimulierenden = Komponenten (Dexametason  + B-Glycerolphosphat
+ Ascorbat) im Vergleich die Zellen DZB-404p5 in osteogenem Differenzierungsmedium,
in Kontrollmedium und in neurogenem Differenzierungsmedium. Zusétzlich werden Zel-
len in neurogenem Differenzierungmedium ,,Neuro Shift“ ab dem vierten Tag ohne die
Komponenten Retinsdure und IBMX kultiviert.

In der Graphik der Abb. 57 wurden alle Proliferationsverldufe der Zellen in den unterschied-
lichen Medien zusammen dargestellt. Die Zellen im ,,Neuro Shift“- Medium hatten eine
Startzellzahl von 223 Zellen. Am vierten Tag konnten 221 Zellen gezihlt werden. Ab diesem
Zeitpunkt wurde fiir die Zellen ,,Neuro Shift“ das neurogene Medium ohne Retinsdure und
IBMX angesetzt. Die Zellzahl blieb in etwa konstant bis zum vierzehnten und letzten Kultur-
tag mit einer Endzellzahl von 225 Zellen. Die daraus berechenbare spezifische Gesamt-
wachstumsrate betrdgt p = 0,0 d”'. Es hat demzufolge bei den Zellen in diesem Medium we-
der Absterben noch Proliferation stattgefunden, bzw. zu gleichen Teilen. Die Startzellzahl in
neurogenem Differenzierungmedium betrug 192 Zellen. Uber den Verlauf der Kultur sank
die Zellzahl ab. Am Ende der Differenzierung am 13. Tag wurden durchschnittlich 29 Zellen
gezihlt und daraus eine spezifische Wachstumsrate von p=-0,16 d”' berechnet. Im Kon-
trollmedium wurden zu Beginn der Kultivierung 173 gezédhlt. Am zweiten Tag konnten noch
197 Zellen ermittelt werden. Am dritten Tag hatte sich bereits ein nahezu konfluenter Zellra-
sen gebildet, die einzelnen Zellen waren nicht mehr zdhlbar. Die bis dahin berechenbare spe-

zifische Gesamtwachstumsrate betrug p = 0,28 d”'. Die Startzellzahl in neuro-/osteogenem
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Differenzierungsmedium betrug 106 Zellen. Auch hier blieb die Zellzahl mit einer spezifi-
schen Wachstumsrate p=0,0 d" in etwa konstant bis zum Ende der Differenzierung mit
101 Zellen. Im rein osteogenen Differenzierungsmedium betrug die Startzellzahl 120 Zellen.
Am dritten Tag wurden noch 304 Zellen ausgezihlt, danach waren Einzelzellen nicht mehr
erkennbar. Es lief sich bis dahin eine spezifische Gesamtwachstumsrate von p = 0,31 d”' be-

rechnen.

3.3.1.5 Gesamtdarstellung der Proliferation in unterschiedlichen Medien
Abschlieend folgt eine Gesamtdarstellung der berechneten Wachstumsraten der Zellprolife-
ration in den unterschiedlichen Medien aller Versuchsldufe (Kap. 3.3.1.1 bis Kap. 3.3.1.4).
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ADbb. 58: Spezifische Wachstumsrate u der Zellen in unterschiedlichen Medien, Gesamtdarstellung
aus allen Versuchslaufen (,,Kontrolle®, ,,Osteo®, und ,,Neuro*“ n=4; ,,Neuro ohne IBMX*,
,Neuro Osteo® und ,,Neuro Shift”“ n=1).

In dieser Darstellungsform (Abb. 58) wird das Proliferationsverhalten der Zellen in den un-
terschiedlichen Medien noch einmal sehr deutlich. Wahrend sich die Zellen im Kontrollme-
dium durch Proliferation mit einer durchschnittlich positiven Wachstumsrate von p = 0,42 d”!
vermehrt haben, sank die Zellzahl in neurogenem Differenzierungsmedium (,,Neuro®) ab.

Hier lag die durchschnittliche spezifische Wachstumsrate bei p=- 0,24 d”'. In osteogenem
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Differenzierungsmedium proliferierten die Zellen stark. Auch hier betrug die berechnete spe-

zifische Wachstumsrate p = 0,42 d™'.

Im Vergleich zum neurogenen Differenzierungsmedium sanken die Zellzahlen in den abge-
wandelten neurogenen Differenzierungsmedien nur schwach. Die durchschnittliche spezifi-
sche Wachstumsrate lag bei p=-0,04 d”" fiir die Zellen ,Neuro ohne IBMX*“. Die Zellen
,Neuro Osteo* hatten eine spezifische Wachstumsrate von p =-0,02 d! und bei ,Neuro

Shift“ iiber vier Tage eine spezifische Wachstumsrate von p = - 0,00 d™".

3.3.2 Genexpression, Einfluss der Mediumkomponenten

Neben der Dokumentation des Proliferationsverhaltens der Zahnzellen wahrend der Diffe-
renzierung, wurde abschlieend bei den Priméirkulturen DZB-403p5 und DZB-404p5 mittels

Q-PCR die Expression von Markergenen der Neurodifferenzierung gemessen.

3.3.2.1 Dentale Priméarkultur DZB-403p5

Die Zellen DZB-403p5 (Kap. 3.3.1.2) wurden iiber 13 Tage in unterschiedlichen Medien
kultiviert und im Anschluss hinsichtlich ihrer Genexpression untersucht. Fiir die neurogene
Differenzierung erfolgte eine parallele Kultivierung von 20 Kulturgefilen. Dies war not-
wendig, um eine Zellmenge zu erhalten, die fiir die Q-PCR Analyse mehrerer Gene ausrei-
chend war. Untersucht wurden die Gene Neurofilament-H (NEFH), Neurofilament-L

(NEFL), Myelinbasicprotein (MBP).

Fir die Normierung der Berechnungen waren die Expressionen von Glyceralde-
hyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH) die eingesetzte Bezugsgrofle. Der kleinste gemes-

sene Wert iiber alle Proben des jeweiligen Messlaufes wurde auf den Wert 1 normiert.
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3.3.2.1.1 Neurofilament-H (NEFH)

Bei den Zellen der Primérkultur DZB-403p5 wurde die Expression des Neuromarkers Neuro-

filament-H (NEFH) gemessen (Abb. 59).
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Abb. 59:  Q-PCR der Expression von Neurofilament-H (NEFH) bei den dentalen Primérzellen von
DZB-403p5 kultiviert in verschiedenen Mediumzusammensetzungen n=1.

Die maximale Expression von Neurofilament-H (NEFH) wurde bei den Zellen in neuroge-
nem Differenzierungsmedium ohne IBMX gemessen, diese war im Vergleich zur Zellkon-
trolle 7,3—fach erhoht. Die Zellpopulation in Kontrollmedium wies bei diesem Messdurch-
gang die niedrigste Expression auf und wurde auf 1 normiert. Alle drei Modifikationen der
neurogenen Differenzierungsmedien wiesen im Vergleich zur Zellkontrolle hohere Werte
auf. Trotz der Tatsache, dass durch diese Einzeldarstellung keine signifikanten Unterschiede
vorgestellt werden konnten, ist zu betonen, dass alle neuronal konditionierten Medien eine
Expressionssteigerung von NEFH zeigten. Dieser Befund lief sich auch fiir die Analyse von

Neurofilament L (NEFL) bestétigen.
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3.3.2.1.2 Neurofilament-L (NEFL)

Im Detail sahen die Expressionswerte fiir NEFL der Zellen in verschiedenen Medien wie

folgt aus (Abb. 60):
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Abb. 60: Q-PCR der Expression von Neurofilament-L (NEFL) bei den dentalen Primérzellen von
DZB-403p5 kultiviert in verschiedenen Mediumzusammensetzungen n=1.

Die maximale Expression von Neurofilament-L (NEFL) wurde bei den Zellen in neurogenem
Differenzierungsmedium gemessen. Diese war 62 — fach erhoht zu der Zellkontrolle, welche
auch bei diesem Messdurchgang die niedrigste Expression aufwies und auf 1 normiert wurde.
Bei NEFL wiesen die drei Modifikationen der neurogenen Differenzierungsmedien zur Zell-
kontrolle tendenziell stirkere Expressionsunterschiede auf. Auch die verstirkte Expression
von NEFL in allen drei Modifikationen der neurogenen Differenzierungsmedien unterstiitzt

und unterstreicht die neurogene Wirkung auf die dentalen Priméarzellen.

3.3.2.1.3 Myelin Basic Protein (MBP)

Bei den Primirzellen DZB-403p5 wurde zudem die Genexpression von MBP (Myelinba-
sicprotein) untersucht (Abb. 61).
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Abb. 61: Q-PCR der Expression von Myelinbasicprotein (MBP) bei den dentalen Primérzellen von
DZB-403 kultiviert in verschiedenen Mediumzusammensetzungen n=1.

Die maximale Expression von MBP (Myelinbasicprotein) wurde bei den Zellen in neuroge-
nem Differenzierungsmedium gemessen. Diese war 137—fach erhoht zur Zellkontrolle, wel-
che auch bei diesem Messdurchgang die niedrigste Expression aufwies und auf 1 normiert
wurde. Die Expression der Zellen im neurogenen Differenzierungsmedium ohne IBMX war
mit einer 10 - fachen Erhohung deutlich schwiécher. Bei dem neurogenem Differenzierungs-
medium mit Zugabe der osteogenen Komponenten 3 - Glycerolposphat, Ascorbinsdure und
Dexametason (neuro/Osteo-Diff) war die Expression von MBP nach vierzig Zyklen bei der

Q-PCR nicht messbar.

Bemerkenswert war die sehr hohe Expression von MBP der Zellen in neurogenem Differen-
zierungsmedium. Alle anderen untersuchten Zellpopulationen hatten MBP Expressionen, die

in einem weit niedrigeren Bereich lagen.

3.3.2.2 Dentale Primarkultur DZB-404p5

Die Zellen DZB-404p5 (Kap. 3.3.1.4) wurden ebenfalls im Anschluss zur neurogenen Diffe-
renzierung hinsichtlich ihrer Genexpression untersucht. Neben der Expression von Neuro-
markern wurde zudem die Expression von Osteomarkern gezeigt und so die neurogene und
osteogene Differenzierung der Zellen anhand der Genexpression dargestellt. Daher wurden
bei diesem Versuchslauf auch Zellen in osteogenem Differenzierungsmedium untersucht.
AuBerdem gab es die Zellpopulation ,,neuro Shift*, bei der das neurogene Differenzierungs-

medium ab dem vierten Tag keine Retinsdure und IBMX mehr enthielt.
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3.3.2.2.1 Genexpression von Neuromarkern

Die Expression der Neuromarker NEFH, NEFL und TUBB3 (833 - Tubulin) wurde fiir die
Zellen in unterschiedlichem Medium ermittelt. Zunichst die Darstellung der Expression von

Neurofilament-H (NEFH) (Abb. 62):
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Abb. 62: Q-PCR der Expression von NEFH bei den dentalen Primérzellen von DZB-404p5 kulti-
viert in verschiedenen Mediumzusammensetzungen n=1.

Die niedrigste Expression von NEFH wurde bei den Zellen in osteogenem Differenzierungs-
medium (,,Osteo Diff*) gemessen und damit als Bezugspunkt der relativen Expression als 1
definiert. Die hochste Expression von NEFH wurde bei den Zellen in neurogenem Differen-
zierungsmedium mit einer 12-fachen Erhohung gemessen. Die Zellen in Kontrollmedium
hatten im Vergleich zu den Zellen in osteogenem Differenzierungsmedium eine 5-fach er-
hohte Expression. Vergleicht man die Expression der Zellen in Kontrollmedium mit der Ex-
pression der Zellen in neurogenem Differenzierungsmedium, so ist diese um den Faktor 2,4-

fach erhoht.

Die Zellen von DZB-404p5 hatten, wie die Zellen DZB-403p5, eine hohere Expression von
NEFH nach der Kultivierung in neurogenem Differenzierungsmedium. Bei den Zellen in

osteogenem Differenzierungmedium war bei DZB-404p5 eine niedrige Expression von

NEFH zu sehen.

Die Primirzellen DZB-404p5 wurden nach der Kultivierung in unterschiedlichen Medien

ebenfalls auf die Expression von Neurofilament-H (NEFL) untersucht (Abb. 63):
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Abb. 63: Q-PCR der Expression von NEFL bei den dentalen Priméarzellen von DZB-404p5 kulti-
viert in verschiedenen Mediumzusammensetzungen n=1.

Die hochste Expression von NEFL wurde bei den Zellen in neurogenem Differenzierungs-
medium (,,Neuro Diff*) gemessen, mit einer 99-fachen Erh6hung im Vergleich zu den Zellen
in osteogenem Differenzierungsmedium mit der niedrigsten Expression. In Kontrollmedium
(,,Zellkontr*) lag eine 2-fach hohere Expression im Vergleich zu den osteogen differenzierten
Zellen vor. Bezogen auf die Zellen in Kontrollmedium belegten die Zellen in neurogenem

Differenzierungsmedium (,,Neuro Diff*) damit eine 45-fache Expressionserhdhung.

Als weiterer Neuromarker wurde bei den Primirzellen DZB-404p5 nach der Kultivierung die

Expression von TUBB3 (B3-Tubulin) untersucht (Abb. 64):

DZB-404p5

relative Expression TUBB3
N

Zellkontr Neuro Diff Neuro Shift Osteo Diff Neuro/Osteo Diff
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Abb. 64: Q-PCR der Expression von TUBB3 (33-Tubulin) bei den dentalen Primérzellen von DZB-
404 kultiviert in verschiedenen Mediumzusammensetzungen n=1.
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Die hochste Expression von TUBB3 (B3-Tubulin) wurde bei den Zellen in ,,Neuro Shift* Dif-
ferenzierungsmedium gemessen (Abb. 64). Es lag eine 6,4-fache Erhohung der Expression
im Vergleich zu den Zellen in neuro-/osteogenem Differenzierungsmedium vor. Zu den Zel-

len in Kontrollmedium die eine 4,2-fache Expression aufwiesen, war die maximale Expressi-

on von TUBB3 1,5-fach erhoht.

Die Kulturen mit osteogenen stimulierenden Komponenten im Medium, also ,,0osteo Diff*

und ,,Neuro /Osteo Diff* wiesen eine erniedrigte Expression von B3-Tubulin auf.

3.3.2.2.2 Genexpression von Osteomarkern

Die Kulturmedien enthielten zum Teil osteogen stimulierende Komponenten, somit wurden
zusitzlich die Expressionen von den osteogenen Markergene IBSP, BGLAP und ALPL unter-

sucht. Zunichst die Darstellung der Expression von IBSP (Abb. 65):
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Abb. 65: Q-PCR der Expression von IBSP bei den dentalen Primérzellen von DZB-404p5 kultiviert
in verschiedenen Mediumzusammensetzungen n=1.

Die niedrigste IBSP-Expression wurde bei den Zellen ,,Neuro Shift* und die hochste Expres-
sion mit einer 48-fachen Erhdhung bei den Zellen in ,,osteogeo Diff* gemessen. Mit Bezug
zur Kontrolle mit einer Expression von 8,1 war die Expression von den Zellen in osteogenem

Differenzierungsmedium (,,Osteo Diff*) 6-fach erhoht.

Es zeigte sich ein inverser Expressionsstatus bei IBSP fiir die Gruppe ,,Osteo Diff** im Ver-
gleich zu den Neuromarkern NEFH und NEFL. Die Expression von IBSP der neurogen diffe-

renzierten Proben lagen alle unterhalb der Expression von der Gruppe ,,Osteo Diff*.
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Als weiterer Osteomarker wurde die Expression von Osteocalcin (BGLAP) bei den Primér-

zellen DZB-404p5 untersucht (Abb. 66):
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Abb. 66: Q-PCR der Expression von BGLAP bei den dentalen Primérzellen von DZB-404 kulti-
viert in verschiedenen Mediumzusammensetzungen n=1.

Die niedrigste Expression wurde bei den Zellen in neurogenem Differenzierungsmedium mit
dem Zusatz osteogener Agentien (,,Neuro-/Osteo Diff**) gemessen und als Bezugspunkt des
relativen Expressionslevels als 1 definiert. Die hochste BGLAP Expression mit einer 3-
fachen Erhohung liegt bei den Zellen in osteogenem Differenzierungsmedium vor. Mit Be-
zug zur Kontrolle mit einer Expression von 2,5 war die Expression von den Zellen in neuro-

genem Differenzierungsmedium 1,2-fach erhoht.

Die Expression von BGLAP zeigte bei den untersuchten Zellpopulationen keine grofle
Schwankungsbreite durch hohe Expressionsunterschiede. Die Expressionsunterschiede waren

aus diesem Grund nicht so gewichtig wie bei IBSP.

Die Expression von alkalischer Phosphatase stellte sich bei den Zellen in verschiedenen Kul-

turmedien folgendermaBlen dar (Abb. 67):



3 Ergebnisse 92

DZB-404p5

2000 4

1500 4

1000 4

relative Expression ALPL

500 -

: __I

1
Zellkontr Neuro Diff Neuro Shift Osteo Diff Neuro/Osteo Diff
Zellproben

Abb. 67: Q-PCR der Expression von ALPL bei den dentalen Priméirzellen von DZB-404 kultiviert
in verschiedenen Mediumzusammensetzungen n=1.

In Bezug auf die Zellen in neurogenem Differenzierungsmedium mit dem niedrigsten Ex-
pressionslevel von alkalischer Phosphatase zeigte sich die maximale, 1726-fache Expression
bei den Zellen in Standard-Kontrollmedium. Die Expression der Zellen in osteogenem Diffe-
renzierungsmedium war 196-fach erhoht im Vergleich zu den Zellen in neurogenem Diffe-

renzierungsmedium und damit etwa 1/9 der Expression von den Zellen in Kontrollmedium.

Von den bislang untersuchten Markern lag bei ALPL die grote Spannbreite bei der Expres-

sion der verschiedenen Kulturen vor.

Die Expression von ALPL wurde bei allen Differenzierungsgruppen reduziert. Das zeigte
sich bei der Expression der Zellen in osteogenem Differenzierungsmedium und noch deutli-
cher bei den Zellen, die in Medium mit Komponenten der neurogenen Differenzierung kulti-
viert wurden. Insgesamt liel3 sich auch fiir diesen Marker ein inverses Expressionsbild zu den

neuronalen Markern verzeichnen.
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3.4 Subpopulationen und Einzelzellen aus dentalen

Primarkulturen

Die fiir die Primérkulturen isolierten Zellen aus Zahngewebe stellten sich in vitro als Misch-
populationen dar. Allein mikroskopisch lassen sich unterschiedliche Morphologien der Zel-
len ausmachen, wie exemplarisch in Kap. 2.2.1.1, Abb. 9 zu sehen. Fiir Informationen iiber
die Zusammensetzung der Mischpopulation wurden Subpopulationen der Primirkulturen
untersucht. Zum einen wurden Populationsanteile mit definierter Grof3e und Granularitit oder
definierten Oberflachenproteinen mit Hilfe des FACS-Gerétes untersucht. Zum anderen lie-
ferten die beobachteten Einzelzellen (als kleinste beobachtete Subpopulationen) Hinweise

dariiber, welche Potenz den einzelnen Zellen der Mischpopulation zu kommen.

3.4.1 Granularitat und Grofe der Zellen aus Subpopulationen

Die durchflusszytometrische Messung von Grofle und Granularitdt der Zellen wird beim
FACS-Gerit als ,,Dot Blot* dargestellt (Kap. 2.6.3). Auf dem Dot Blot fiir die dentalen Zel-
len zeigten sich Regionen definierter Gro3e und Granularitit, in denen héufiger Zellen ver-
messen wurden. Fiir die Primérzellen DZB 201p8 und die Primérzellen DZB 202p8 sind Zel-
len definierter Grole und Granularitdt genauer hinsichtlich ihrer Proliferation untersucht

worden.

3.4.1.1 Dentale Primarzellen DZB-201p8

Die Messergebnisse des FACS-Geriites fiir die Granularitdt und Grofe der dentalen Primaér-

kultur DZB-201p8 werden in der folgenden Abb. 68 als Screenshot gezeigt:
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Abb. 68: Darstellung der Primérzellpopulation DZB-201p8 beim FACS-Gerit als Dotplot, durch
GroBe auf der X-Achse (FSC-A, Forwardscatter) und Granularitit auf der Y-Achse (SSC-
A, Sidewardscatter). Anhand des Dotplots a) mit den vermessenen Zellen wurden im
Dotplot b) die Populationen P1 (in rot) und P2 (in griin) definiert. Darunter in c¢) die abso-
lute und die prozentuale Auswertung der Populationen.

Die 30 000 gemessenen Zellen der Primarkultur DZB 201p8 zeigten bei der Darstellung als
Dotplot Bereiche definierter Granularitidt und Grof3e in denen vermehrt Zellen detektiert wur-
den (Abb. 68a). Diese Bereiche wurden in Abb. 68b definiert in Population 1 (P1 in rot) und
in Population 2 (P2 in griin). Abb. 68c zeigt die anteilige Zusammensetzung der Populatio-
nen P1 (in rot) 51,7% der Zellen und P2 (in griin) 25,7% der Zellen. Jeweils 100 Zellen aus
P1 und P2 wurden mit Hilfe des FACS-Gerites in Wells von Mikrotiterplatten sortiert und

als Parallelansitze kultiviert.
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Abb. 69: Proliferation der Zellen DZB-201p8 aus der Population P1 der Dotplot Darstellung (Abb.
68b). Mikroskopisches Foto des Ausschnitts eines Wells A) Tag 0 B) Tag 14. Die einzel-
nen Zellen wurden jeweils mit Pfeilen markiert.

Abb. 70: Proliferation der Zellen DZB201p8 aus der Population P2 der Dotplot Darstellung (Abb.
68b). Mikroskopisches Foto des Ausschnitts eines Wells A) Tag 0 B) Tag 14. Die einzel-
nen Zellen wurden jeweils mit Pfeilen markiert.

Das Foto der Abb. 69A zeigt exemplarisch einen Ausschnitt des Wells mit einigen abgeku-
gelten Zellen der Primédrkultur DZB-201p8 aus der definierten Population P1 (Abb. 68B) am
ersten Tag. Fiir eine leichtere Erkennbarkeit, wurden die vorhandenen acht Zellen mit einem

Pfeil versehen. Derselbe Ausschnitt wird auf dem Foto der Abb. 69B nach 14 Tagen gezeigt.
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Die Zellen waren mittlerweile stark proliferiert und haben zum Teil den Wellboden dicht

bewachsen.

Das Foto der Abb. 70A zeigt exemplarisch einen Ausschnitt des Wells mit abgekugelten Pri-
mairzellen DZB-201p8 aus der definierten Population P2 (Abb. 68B) am ersten Tag. Dieser
Ausschnitt zeigt nach 14 Tagen in Abb. 70B ebenfalls eine starke Proliferation der Zellen aus

der Population P2. Der Boden des Wells ist teilweise von den Zellen konfluent iiberwachsen.

3.4.1.2 Dentale Priméarzellen DZB-202p8
Die dentale Primérkultur DZB-202p8 wird bei der Messung von Granularitit und Grof3e
durch das FACS-Gerit entsprechend des Screenshots in der folgenden Abb. 71 dargestellt:

a0 100 140 200 240 a0 100 140 200 240
FSC-A (e 1.000% FSC-A i 1.0007)

C) Tube: InhiTryp

Population #Events %Parent %Total
] &l Events 10,000 100.0
= 1 1,599 16.0 180
Pz 511 a1 a1

Abb. 71: Darstellung der Primérzellpopulation DZB-202p8 beim FACS-Gerit als Dotplot, durch
GroBe auf der X-Achse (FSC-A, Forwardscatter) und Granularitit auf der Y-Achse (SSC-
A, Sidewardscatter). Anhand des Dotplots a) mit den vermessenen Zellen, wurden im
Dotplot b) die Populationen P1 (in rot) und P2 (in griin) definiert. Darunter in ¢) die abso-
lute und die prozentuale Auswertung der Populationen.

Bei 10 000 gemessenen Zellen zeigten sich fiir die gemessenen Zellen der Primérkultur
DZB-202p8 Bereiche definierter Granularitidt und GroBe in denen vermehrt Zellen detektiert

wurden (Abb. 71a). Nach dem gleichen Verfahren wurden zwei Populationen definiert. Ins-



3 Ergebnisse 97

besondere die Subpopulation P1 (rot) war deutlich erkennbar, wohingegen die Subpopulation

P2 (griin) sich nur schwach andeutete (Abb. 71b).

Von allen gemessenen Zellen lagen 16 % innerhalb P1 und 5,1 % der Zellen innerhalb P2
(Abb. 71c). In jedes Well wurden mit Hilfe des FACS Gerites 100 Zellen der jeweiligen Po-

pulation selektiert und als Parallelansétze kultiviert.

Abb. 72:  Proliferation der Zellen DZB202p8 aus der Population P1 der Dotplot Darstellung (Abb.
71). Mikroskopisches Foto des Ausschnitts eines Wells A) Tag 0 B) Tag 14. Die einzel-
nen Zellen wurden jeweils mit Pfeilen markiert.

Abb. 73 : Proliferation der Zellen DZB202p8 aus der Population P2 der Dotplot Darstellung (Abb.
71). Mikroskopisches Foto des Ausschnitts eines Wells A) Tag 0 B) Tag 14. Die einzel-
nen Zellen wurden jeweils mit Pfeilen markiert.
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Das Foto in der Abb. 72A zeigt exemplarisch einen Ausschnitt des Wells mit den Primérzel-
len DZB-202p8 aus der definierten Population P1 am ersten Tag. Einige der identifizierten
Zellen hatten bereits adhériert und sind aufgrund des schwachen Kontrastes schwer erkenn-
bar. Dieser Wellausschnitt wird auf dem Foto der Abb. 72B nach 14 Tagen gezeigt. Die Zel-

len sind stark proliferiert.

Abb. 73A zeigt exemplarisch einen Ausschnitt des Wells mit den Primérzellen DZB202p8
aus der definierten P2 am ersten Tag. Die identifizierten Zellen lagen in kugeliger Suspensi-
onsform vor. Nach 14 Tagen war kein Wachstum erkennbar (Abb. 73B). In den zehn parallel
kultivierten Wells befanden sich in Randbereichen Zellen der Population P2 noch immer in
zusammen gekugelter Form vor oder kamen sehr vereinzelt als adhdrente Zellen vor. Diese
betrug anzahlméBig jedoch deutlich unter 100 Zellen. Somit hatte keine Proliferation stattge-

funden.

Es lassen sich iiber die Messung von Granularitdt und Gréf3e der Zellen Subpopulationen in
den beiden Primdrkulturen unterscheiden. Die Populationen stellen sich unterschiedlich dar.
Wihrend bei DZB-201 beide Subpopulationen (P1 und P2) proliferieren, wachsen bei DZB-
202 die Zellen nur aus der Subpopulation P1. Das schlechte Wachstum der Zellen aus der
Subpopultation P2 kann nicht in dem mengenmifBig verminderten Zellvorkommen in dem
Bereich begriindet liegen, da auch aus diesem Bereich jeweils 100 Zellen in die Wells sortiert

wurden.

Weitergehende Untersuchungen wurden in dem folgenden Kapitel vorgenommen.

3.4.2 Analyse von Subpopulationen P1 und P2 der Primarkulturen

Neben durchflusszytometrischer Messung des FACS Gerétes auf Grofe und Granularitit der
Zellen, konnen auBerdem Fluoreszenzen gelabelter Oberflichenproteine dargestellt werden.
Fiir die Primérzellen DZB-201p8 und die Primirzellen DZB-202p8 wurden Subpopulationen
definiert und hinsichtlich 32 Oberflichenproteine gegeniibergestellt. Gleichzeitiges Labeln
der Oberflichenproteine mit drei verschiedenen Antikdrpern, die jeweils mit den Fluores-
zenzfarbstoffen FITC, PE oder APC konjugiert waren, ermoglichte dreifache Bestimmung
unterschiedlicher Oberflichenmarker eines Probenansatzes. Als Bezugsprobe dienten die

jeweiligen Isotypenkontrollen.
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3.4.2.1 Oberflachenproteine der dentalen Primérzellen DZB-201
Die Messergebnisse des FACS-Gerites fiir die dentale Primarkultur DZB-201p7 wird in der

folgenden Abb. 74 exemplarisch als Screenshot gezeigt.

a)

b)

S5C-A (o 1.000)

p7-CD 90 Fi+ 166PE + 14 APC

a0 o0 150 200 250

SSC-A (x 1,000)
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FSi-p (x 1,000 Foop (x 1,000
C) d
201 p7-CD 90 Fi+ 166FPE + 14
E E E
= = =
2 103 S
FITC-A
Tube: CD 90Fi+ 166FE + 14 APC
Faopulation #Events %Parent %Total
[ Al Events 10,000 100.0
1,891 198 184
: 1,990 499.9 19.9
258 130 2B
1 0.1 0.0
3,706 ara ara
3,703 4999 ar.o
G54 176 6.5
] 0.0 0.0

Abb. 74:

Darstellung der Primirzellpopulation DZB-201p7 beim FACS-Gerdt (Screenshot). An-
hand Dotplot a) wurden mit den vermessenen Zellen die Populationen P1 (in rot) und P2
(in griin) definiert. Abb. b) zeigt die Zentren der jeweiligen Populationen auf. Fluores-
zenzmessungen fiir FITC (Abb. c¢), PE (Abb. d) und APC (Abb. ¢). Aufgetragen jeweils
die Anzahl Zellen auf die Fluoreszenzintensitit. Der eingezeichnete Balken definiert die
Grenze zwischen ungelabelten Zellen (links) und fluoreszenzmarkierten positiven Zellen
(rechts). Abb.f): Auflistung absolute und die prozentuale Auswertung der positiven Zellen

der Populationen P1 und P2.
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Die Abb. 74 zeigt exemplarisch einen Screenshot des FACS Gerites bei der Messung der
Zellpopulation DZB-201p7. Uber die Granularitit und GroBe der Zellen (Feld a) wurden die
beiden Populationen P1 und P2 definiert. Feld c) zeigt bei der Messung der Zellen die Inten-
sitdten der Fluoreszenz von FITC. In diesem Beispiel waren auf den Zelloberflichen die
Oberflichenproteine CD90 mit FITC markiert. Da alle Zellen eine intensivere Fluoreszenz
fiir FITC aufwiesen, die hoher waren, als das definierte Minimum beim eingetragenen Bal-
ken, exprimieren alle Zellen das Oberfldchenprotein CD90. Im Feld f) sind fiir P1 und P2 bei
,»v0 Parent” 99,9 % fiir FITC (in diesem Fall CD90) angegeben. In Feld d) waren die meisten
Zellen negativ fiir PE. Also nur ein geringer Teil der Zellen hat CD166 als Oberflachenprote-
in exprimiert. Im Feld f) wurden fiir P1 13% und fiir P2 17,6% der Zellen als PE gefarbt, also
CD166 positiv angegeben. Feld e) zeigte alle Zellen negativ fiir APC und damit fiir das Ober-
flichenprotein CD14. Feld f) zeigt fiir P1 0,1 % und fiir P2 0% der Zellen positiv fiir APC
bzw. fiir CD14 an.

Die auf diese Weise gemessenen Oberfldchenproteine wurden fiir die Primérkultur DZB-201
von den drei unterschiedlichen Passagen p7, p12 und p17 untersucht und in der folgenden
Tabelle die prozentualen Anteile der Zellen (Abb. 74 f, % Parent) aus den Subpopulationen
aufgefiihrt.
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Oberflachenprotein + DZB-201p7 DZB-201p12 DZB-201p17
Fluoreszenzfarbstoff P1 [%] P2 [%] P1 [%] P2 [%] P1 [%] P2 [%]
CD 90Fi 999 99 9 100,0 1000 1000 998
CD 34Fi 00 0,1 00 00 0,1 0,1
CD 49b Fi 775 705 845 738 95 8 827
CD 105 Fi 74 T sg V| 2071 1330 3waf 2120
CK Fi 0p0 00 0po 00 00 00
CD 44 Fi 56,7 543 99 8 98,3 99 9 93,1
CD 51/61 Fi 0,1 0.1 00 02 0.1 02
CD 147 Fi 86,3 88,2 993 97 8 93 6 955
CD 106 Fi 33 40 1.2 09 03 0.4
$-100 (GAM Fi) 00 02 00 00 00 02
Stro-1 (GAM Fi) 0,1 0,1 00 0.1 00 0o
CD 90 (GAM Fi) 88,3 86,3 999 99 9 97 2 97 4
CD 166 PE 1761 1308 28010 141)| s02f 2671
CD 140a PE 86,2 67 4 98,2 959 90,5 770
CD 10 PE 845 855 87 4 812 826 66,0
CD 49e PE 98,1 96,5 98 6 97 8 99,1 96,7
CD 49d PE 881 3010)| 140t 71 )| 1781 60}
CD9 PE 7.1 120 5.1 35 122 102
CD 29 PE 97 6 96,0 98 9 977 99 8 97 8
CD 117 PE 00 00 00 0.1 00 00
CD 133 PE 00 00 00 0.1 00 04
CD 31 PE 00 00 00 0.1 00 02
CD 73 PE 84,1 77 1 86,1 76,0 40,2 56,2
CD 140b PE 76 4 643 98,1 94,7 346 497
CD 14 APC 00 0.1 00 00 00 03
CD 56 APC 24 30 04 08 0,1 03
CD 13 APC 159 177 30,7 295 285 288
HLA DR APC 0o 00 00 00 00 02
CD 271 APC 01 02 00 0.1 0o 03
CD 54 APC 57 75 17 24 1,1 13
HLA ABC APC 241 340 96 156 222 20
CD 45 APC 00 00 00 0,1 00 0.1

Tab.6:  Oberflichenproteine DZB-201 (FACS Untersuchung).

In der Tab. 6 sind Oberflichenproteine aufgelistet, die bei mehr als 80% der Zellen expri-
miert sind, sowohl in P1 als auch in P2. Die entsprechenden Zeilen der Tabelle wurden in
tiirkis hinterlegt: CD90, CD147, CD140a, CD10, CD49¢, CD29. Zu beachten ist auch CD44.
Einige Oberflichenproteine wurden in beiden Populationen (P1 und P2) nicht exprimiert
bzw. bei weniger als 1 % der Zellen. Entsprechende Zeilen wurden grau hinterlegt: CD34,

CK, CD51/61, S100, Stro-1, CD117, CD133, CD31, CD14, HLA DR, CD271, CD45.

Zudem gab es Oberflachenproteine, die jeweils hoher in P1 exprimiert wurden als in P2. Die-
se wurden jeweils mit einem Pfeil hinter dem prozentualen Wert versehen: CD105, CD166,
CD49d. Es zeigte sich, dass zwischen den Zellen durchaus Unterschiede hinsichtlich der

Oberflachenproteine bestehen.
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3.4.2.2 Oberflachenproteine der dentalen Primérzellen DZB-202

Die Oberflichenproteine wurden auch bei DZB-202 mit Antikérpern markiert um weiterge-
hende Informationen zu dem Proliferationsverhalten der beiden Subpopulationen zu erhalten.

Die resultierenden Messergebnisse des FACS-Gerites fiir die dentale Primérkultur DZB-

202p7 wird in der folgenden Abb. 75 exemplarisch als Screenshot gezeigt:

a) b)

202 n7-CD G0 Fi+ 1GEPE + 14 APC

Soo-p  Gx 1,000

a0 100 150 o0 60
FSC-A i 1,000

SSC-A (x 1,000)

260
{x 1,000

d)

202 p7-CD 90 Fi+ 166PE + 14

F1 Fitc

Count

202 p7-CD 90 Fi+ 166PE + 14

f)

=, 1 ]
Tube: CD 90 Fi+ 166PE + 14 APC

FPopulation #Events %Parent %Total
[ &l Events 10,000 100.0
~[ Pz 1,771 177 177
- B P2Fite 1,770 gag 177

0 FP2PrE 708 400 715
. ~[PzaPc 3 02 00
[l P 4,784 478 478
=B P1 Fite 4784 1000 478
[ P1 PE 2 G0A 545 261
“[ P1 APC 0 0o 00

u! 0 0

Abb. 75: Darstellung der Primérzellpopulation DZB-202p7 beim FACS-Gerit (Screenshot). An-

hand Dotplot a) wurden mit den vermessenen Zellen die Populationen P1 (in rot) und P2
(in griin) definiert. Abb. b) zeigt die Zentren der jeweiligen Populationen auf. Fluores-
zenzmessungen fiir FITC (Abb. c¢), PE (Abb. d) und APC (Abb. ¢). Aufgetragen jeweils
die Anzahl Zellen auf die Fluoreszenzintensitit. Der eingezeichnete Balken definiert die
Grenze zwischen ungelabelten Zellen (links) und fluoreszenzmarkierten positiven Zellen

(rechts). Abb.f): Auflistung absolute und die prozentuale Auswertung der positiven Zellen

der Populationen P1 und P2.
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In der folgenden Tabelle wurde der Anteil Zellen mit markierten Oberflichenproteinen pro-

zentual aufgelistet. Die Populationen P1 und P2 wurden fiir die Primérkultur DZB-201 bei

drei unterschiedlichen Passagen p7, p12 und p17 untersucht.

Oberflachenprotein +
Fluoreszenzfarbstoff

CD 90Fi
CD 34Fi

CD 49b Fi

CD 105 Fi

CK Fi

CD 44 Fi

CD 51/61Fi
CD 147 Fi

CD 106 Fi
$-100 (GAM Fi)
Stro-1 (GAM Fi)
CD 90 (GAM Fi)
CD 166 PE

CD 140a PE
CD 10 PE

CD 49e PE

CD 49d PE

CD 9 PE

CD 29 PE

CD 117 PE

CD 133 PE

CD 31 PE

CD 73 PE

CD 140b PE
CD 14 APC

CD 56 APC

CD 13 APC
HLA DR APC
CD 271 APC
CD 54 APC
HLA ABC APC
_CD45APC

Tab. 7:

DZB -202p7
P1[%] | P2[%]
1000 999
0o 00
39,1 282
191 | 124
0.0 0,1
1000 993
00 0o
997 97 8

10 09
0,1 0p
03 0,1
999 999
545 | 400
979 899
99 5 98 6
998 990
749 | =598
254 15,1
997 982
00 0o
0,0 03
00 00
97 9 94 8
99,1 96,2
op 02
6,7 956
409 497
00 0,1
01 05

16 29
462 647
00 0,1

l

l

l

DZB-202p12

P1[%] P2 [%]
1000 998
00 0.1
543 408
442 f| 327 |
0,1 0,0
999 993
0,1 00
99 4 9572
0,1 0,0
00 0,1
02 03
997 993
101 214
90,7 840
926 872
997 98 4
453§ 36
279 193
93,1 97 4
0,1 0,1
00 02
00 00
939 90,7
938 96,2
0,1 0,1
02 04
12,4 188
00 00
01 01
02 04
19,7 307
00 00

Oberflachenproteine DZB-202 (FACS Untersuchung).

DZB-202p 17
P1[%]  P2[%]
1000 1000

0o 0o
356 218
430§ 2501

00 02
999 98,7

0.1 03
99,1 95 8

0,1 03

02 0.4

02 0.4
1000 997
547 1| 2131
903 76,8
928 869
1000 98 6
M7 f 1981
473 295
998 97 8

0,1 0.1

00 02

00 0.1
97 3 94 7
995 97 6

00 0.1

00 02
16,2 240

00 00

00 02

02 07
324 526

00 02

In der Tab. 7 ist die Expression der Oberflichenproteine von DZB-202 aufgelistet. Oberfli-

chenproteine, die sowohl in P1 als auch in P2 bei mehr als 80% der Zellen exprimiert sind,

wurden in tiirkis hinterlegt: CD90, CD44, CD147, CD140a, CD10, CD49¢, CD29. Im Ver-

gleich zu der Expression der Oberflachenproteine bei den Zellen aus DZB-201 lag bei DZB-
202 auch die Expression von CD73 und CD140b sehr hoch. Die Expression folgender Ober-

flichenproteine war bei den beiden Populationen (P1 und P2) nicht nachweisbar bzw. weni-
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ger als 1 %: CD34, CK, CD51/61, S100, CD106, Stro-1, CD117, CD133, CD31, CD14,
HLA DR, CD271, CD45 (grau hinterlegt).

Auch bei DZB-202 gab es Oberflichenproteine, die jeweils hoher in P1 exprimiert wurden
als in P2. Diese wurden jeweils mit einem Pfeil hinter dem prozentualen Wert versehen:

CD105, CD166, CD49d.

Damit waren bei DZB-202 und bei DZB-201 die gleiche Oberflichenproteine nicht bzw. sehr

niedrig exprimiert und die gleichen Oberflachenproteine in P1 hoher exprimiert als in P2.

3.4.3 Vereinzelung aus Mischpopulationen

Fiir erste Infomationen der Lebensféhigkeit einzelner Zellen aus dentalem Gewebe, wurden
die heterogenen Gesamtpopulationen der Primérkulturen durch zwei unterschiedliche Ver-
fahren vereinzelt (Tab. 8). Nach vier Wochen erfolgte eine abschlieBende Beurteilung an-

hand der Auswertung von adhirenten und proliferierenden Zellen.

Methode Anzahl Finzelzelllzulturen Anzahl Zellen nach 4 Wochen
DZB-201p8/DZB-202p8 DZB-201p8 DZB-202p8
Limiting Dilution e 100 Zellen i 300 wells  |5x1 Zelle 1x1 Zelle
142 Zellen
1210 Zellen 1z--100 Zellen
2 20 Zellen 1z Well konfluent besiedelt
FACS Vereinzehmg |je 154 Einzelzellen 1z Well 25% besiedelt 2z Well konfluent besiedelt

Tab.8:  Vereinzelung der Zellen, Proliferationskontrolle nach 4 Wochen.

In Tab. 8 werden erste Ergebnisse zur Zellvereinzelung durch ,,.Limiting Dilution* und durch
Einzelzellablage (FACS-Gerit) fiir die beiden Pimérkulturen DZB-201 und DZB-202 ge-
zeigt. Nach vier Wochen lagen fiir beide Methoden und bei beiden Primérkulturen, einige

vereinzelt wachsende Zellen und auch stark proliferierende Zellen vor.

In den Mischpopulationen waren somit offenbar Zellen vorhanden, denen es gelang zu adha-
rieren, die jedoch nicht mehr in der Lage waren, zu proliferieren. Zudem gab es offenkundig
Zellen, die als Einzelzelle in der Lage waren zu adhérieren und zu proliferieren. Genauere
Zahlen dazu konnten in weitergehenden Versuchen im nun folgenden Kapitel ermittelt wer-

den.
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3.4.4 Proliferationsuntersuchung der vereinzelten Primarkulturen

Mikroskopische Aufnahmen der vollstindigen Wells (Cellscreen Gerét, Kap. 2.6.1.2) wih-
rend des Kulturverlaufes ermoglichten eine Zahlung der Zellen und damit den Nachweis des
Proliferationsverhaltens der vereinzelten Zellen aus Primérkulturen. Zudem konnte auf diese

Weise der Einzelzellstatus zu Beginn der Kultur besser kontrolliert werden.

3.4.4.1 Einzelzellen aus der dentalen Priméarkultur DZB-201p8

Bei der Vereinzelung der Primédrkultur DZB-201p8 wurden 50 einzelnen Zellen in die Wells
sortiert. Davon waren 16 Zellen (32%) in der Lage zu adhirieren. Etwa 16 % der Zellen
(50% der adhidrenten Zellen) hatten die Potenz zu proliferieren. Die spezifische Wachstums-

rate variierte von p = 0.00 d” bis p =0.43 d™".

200 +

150 |
45 _B7 (u=0,12d™)
45 _C6 (u=0,22d™)
—a-45_D5 (u=0,23d™)
45_E6 (u=0,29d™)
100 7 = 45_F4 (1=0,43d")
46_B7 (u=0,05d™)
——46_E8 (u=0,31d™")
46_F5 (u=0,14d™)

Zellzahl

50 A

g

0 & T I T 1
10 15 20

o
[¢)]

Kultivierungsdauer [d]

Abb. 76: Proliferation der Klone aus der Primarkultur DZB-201pS8.

Die Grafik der Abb. 76 zeigt die einzelnen Zellen, welche in der Lage waren zu adhérieren
und zu proliferieren. Der Proliferations- bzw. Wachstumsverlauf wurde fiir 17 Tage doku-
mentiert. Von den einzelnen Zellen, welche in der Lage waren zu adhérieren und zu prolife-
rieren, zeigte sich das groffte Wachstum bei dem Klon 45 F4 mit einer spezifischen Wachs-
tumsrate p = 0,43 d”'. Die niedrigste Proliferation wies die Einzelzelle 45 B7 mit einer spezi-

fische Wachsumsrate von p = 0,12 d”' auf.
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Die 50 einzelnen Zellen besalen durchaus unterschiedliches Vermogen zu iiberleben und

auch die weitere Teilungsfahigkeit war unterschiedlich stark ausgepragt.

Klone mit einer spezifischen Wachstumsrate p > 0,23 d”' konnten weiter proliferiert und zum

Teil differenziert werden (siche Kap. 3.4.6.).

3.4.4.2 Einzelzellen aus der dentalen Priméarkultur DZB-202p8
Von 50 vereinzelten Zellen DZB-202p8 waren 26 Zellen (52 %) in der Lage zu adhérieren.
Etwa 32% der Zellen (61,5 % der adhérenten Zellen) hatten die Potenz zu proliferieren. Die

spezifische Wachstumsrate variierte von p =0 d”' bis p = 0,45 d ™.

200 -

—63_17 (u=0,05d™)
—=- 63 20 (u=0,08d™)
63_31 (u=0,19d™)
63_32 (u=0,05d™)
_% 63 55 (u=0,05d™)
_e 63 64 (u=0,21d™)
_, 6365 (u=0,00d™)
__63 66 (u=0,05d™)
63_68 (u=0,11d™)
64_16 (4=0,30d™)
64_28 (u=0,08d™)
_, 6431 (u=0,36d")
64_53 (u=0,00d™)
64_54 (u=0,05d™)
64_56 (u=0,35d™)

© -1
. _—* 64,67 (u=045d")
e

150 -

100 ~

Anzahl Zellen

50 -

0 2 4 6 8 10 12 14
Kultivierungsdauer [d]

Abb. 77:  Proliferation der Klone aus der Primarkultur DZB-202pS8.

Die Grafik der Abb. 77 zeigt die einzelnen Zellen, welche in der Lage waren zu adhidrieren
und zu proliferieren. Der Proliferations- bzw. Wachstumsverlauf wurde fiir 14 Tage doku-
mentiert. Die hochste spezifische Wachstumsrate von p = 0,45 d™' zeigt sich in dem Well
64 67. Das geringste Wachstum zeigten die beiden Einzelzellen 63 65 und 64 53 mit einer
spezifischen Wachstumsrate von p =0 d™" auf. Sie hatten sich zwar jeweils einmal geteilt,
jedoch war von den resultierenden beiden Zellen nach einiger Zeit jeweils eine der Zellen

nicht weiter als lebende Zelle identifizierbar bzw. auffindbar.
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Auch die Einzelzellen aus der Primirkultur DZB-202 stellten sich hinsichtlich ihres Prolife-

rationsvermogens unterschiedlich dar.

Klone mit einer spezifischen Wachstumsrate p > 0,23 d”' wurden ebenfalls weiter proliferiert

und zum Teil differenziert (siehe Kap. 3.4.6.).

3.4.5 Selektion CD13-markierter Zellen aus DZB-201p8

Neben den unmarkierten Einzelzellen wurden auch Zellkulturen mit markierten Einzelzellen
angelegt. Zu diesem Zwecke wurden Primérkulturen mit dem Antikorper CD13 markiert und

durch Einzelzellablage mit dem FACS-Gerit in die Wells gebracht.

Von 90 angelegten Wells konnten in 30 Wells Zellen adhérieren. In 19 (21%) dieser Wells

hatten die Zellen die Potenz zu proliferieren. In 5 Wells (5,6%) startete die Kultur mit einer

Einzelzelle.
20 -

|5 ——pl 31_16 (4=0,09d™)
@ —=-pl 31_17 (u=0,09d™)
_ -1
= 101 pl 32_41 (u=0,09d™)
§ pl 33 55 (u=0,21d%)
< ——pl 33_64 (u=0,14d™)

O T T T T T T 1

0 2 4 6 8 10 12 14

Kultivierungsdauer [d]

Abb. 78: Proliferation der CD13 gelabelten Klone der Primarkultur DZB201p8.

Die Grafik der Abb. 78 zeigt die fiinf einzelnen Zellen, welche in der Lage waren zu adhérie-
ren und zu proliferieren. Der Proliferations- bzw. Wachstumsverlauf wurde fiir 12,6 Tage
dokumentiert. Das groffte Wachstum zeigte sich bei dem Klon 33 55. Dort lagen zum Zeit-

punkt der letzten Messung im Well 15 Zellen vor. Es lédsst sich eine spezifische Wachstums-
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rate = 0,21 d”' berechnen. Drei der Einzelzellen proliferierten bis zur letzten Messung auf
jeweils drei Zellen. Damit wiesen sie die niedrigste Proliferation auf, mit einer spezifischen
Wachstumsrate von jeweils p = 0,09 d'. Fiir weitere Proliferation und moglicherweise nach-

folgender Differenzierung war die spezifische Wachstumsrate zu niedrig.

In 15,6 % der 90 Wells wurden mehrere Zellen bzw. Aggregate einsortiert. Damit kann bei

diesen Wells nicht mehr von Klonen aus Einzelzellen gesprochen werden.

200 -

——pl 31_29 (u=0,35d™)
—=pl 31_67 (u=0,15d™)
pl 31_76 (u=0,03d™)
pl 32_17 (u=0,16d-)
——pl 32_31 (u=0,39d™)
—e—pl 32_40 (p=0,39d™)
——pl 32_52 (u=0,03d™)
—pl 32_53 (u=0,22d™)
pl 32_66 (u=0,28d™)
pl 32_68 (u=0,05d™)
pl 33_31 (u=0,09d™)
pl 33_67 (u=0,13d™)
pl 33_77 (u=0,05d™)
pl 33_78 (u=0,07d™)

150 A

100 -

Anzahl Zellen

50 A

Kultivierungsdauer [d]

Abb. 79:  Proliferation der CD13 gelabelten Zellen der Primérzellpopulation DZB201p8 (n > 1).

In der Grafik der Abb. 79 ist der Wachstumsverlauf der Wells aufgezeigt, in denen die Kultur
mit mehr als einer Zelle (n >1) gestartet hat. Das grof3te Wachstum zeigte sich in dem Well
32 31 mit einer spezifischen Wachstumsrate von p=0,39 d”'. Zum ersten Messzeitpunkt
wurden in diesem Well drei Zellen nachgewiesen. Nach zehn Tagen waren bereits 95 Zellen
gezahlt worden und bei den folgenden Messzeitpunkten war die Zelldichte so hoch, dass sie
nicht mehr bestimmt werden konnte. Die niedrigste Proliferation wies das Well 32 68 mit
einer spezifische Wachstumsrate von p=0,05d" auf. In diesem Well waren zum ersten
Messzeitpunkt zwei Zellen erkennbar, denen es innerhalb der 12,6 Tage gelang, auf sechs

Zellen zu proliferieren.
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3.4.6 Charakterisierung der Klone
Einzelzellen mit hoher Teilungsaktivitdt und somit hoher spezifischer Wachstumsrate wur-
den bei Erreichen der Konfluenz im Well passagiert und weiterhin proliferiert, bis aus den

jeweiligen Einzelzellen ausreichend Zellmasse vorlag, um weitere Versuche durchzufiihren.

3.4.6.1 Oberflachenproteine eines Klons (FACS-Untersuchung)

Die Vereinzelung der Primérkultur DZB-202p8 (Abb. 77) fiihrte zu der Isolierung des Klones
64 B4 (64 16) mit einer spezifischen Wachsumsrate von p = 0,30 d'. Nach einer Prolifera-
tionsphase von 93 Tagen hatte der Klon die Bodenfldche von 2 x 175¢cm? Gewebekulturfla-
schen konfluent iiberwachsen. Mit dieser Zellmasse wurde eine ausfiihrliche
FACS-Untersuchung durchgefiihrt, indem die Proteine der Zelloberfliche mit Antikdrpern
gelabelt wurden, welche mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert waren. Als Bezugsprobe
dienten die jeweiligen Isotypenkontrollen. Fiir jede Messung wurden jeweils 10.000 Zellen

1m FACS-Gerat untersucht.

Primarkultur DZB- Klon 64_B4
Oberflachenprotein 202p4 _ DZB202p12
+Fluoreszenzfarbstoff Anteil [%] Anteil [%] Differenz [%)]
CD90+Fi 99 98 9992 -0,06
CD34+Fi 0,04 _ 0,07 0,03
CD49b+Fi 31,99 _ 30,41 -1,58
CD105+Fi 18,92 7,45 | -11,47
CK+Fi 002 012 01
CD44+Fi 99,78 99 51 0,27
CD51/61+Fi 0 007 0,07
CD147+Fi 99 84 97 99 -1,85
CD106+Fi 017 013 0,04
Stro 1+GAM Fi 113 155 0,42
CD90+GAM Fi 97 B1 99 49 1,88
CD166+PE 99 98 99,33 065
CD140a+PE 98,08 98,19 0,11
CD10+PE 97 24 9391 -3.33
CD49e+PE 9968 98,76 092
CD49d+PE 1991 100 99
CD9+PE 9132 86 55 2,77
CD29+PE 99 93 _ 9307 6,86
CD31+PE 0,14 _ 0,36 0,22
CD73+PE 98,04 93 05 1,01
CD14+APC 0,02 0,04 0,02
CD56+APC 1,71 _ 0,43 -1,28
CD13+APC 756 _ 89 34 13,74
HLA DR+APC 0,08 _ 0,08 0
CD54+APC 1058 _ 42 44 i 3186
HLA ABC+APC 62 68 _ 44 28 -18.4
CD45+PE 021 023 0,02

Tab.9:  Oberflichenproteine Klon 64 B4 (FACS-Untersuchung)
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Die Untersuchung einiger Oberflichenproteine des Klons 64 B4 wurden in der Tab. 9 einer

Mischkultur der Primérzellen DZB-202p4 gegeniibergestellt.

Folgende Oberflichenproteine waren bei mehr als 80% der Zellen exprimiert (in tiirkis hin-
terlegt): CD90, CD44, CD147, CD166, CD140a, CD10, CD49¢, CD9, CD29, CD73. Diese
hohen prozentualen Anteile lagen fiir die Mischpopulation DZB-202p4 als auch fiir den Klon
64 B4 vor. Auch die niedrigen Expressionen der Oberflachenproteine mit weniger als 1 %
der Zellen (in grau hinterlegt) galten fiir beide gemessenen Gruppen: CD34, CK, CD51/61,
CD106, CD14, HLA DR, CD45.

Auffillig waren Abweichungen bei den Oberflachenproteinen CD105 und CD54. Die Ex-
pression von CD105 war im Vergleich zur Mischpopulation der Primérzellen DZB-202p4 bei
dem Klon 64 B4 etwa auf die Hilfte reduziert und von CD54 bei dem Klon etwa vierfach
erhoht.

3.4.6.2 Osteogene Differenzierung der Klone

Bei der Vereinzelung der Primérkultur DZB-201p8 (Abb. 76) waren vier Klone ausreichend
proliferiert fiir eine osteogene Differenzierung. Klon 45 F4 mit einer spezifischen Wachs-
tumsrate p = 0,43 d”', Klon 46 E8 mit einer spezifischen Wachstumsrate von p= 0,31 d",
Klon 45 E6 mit einer spezifischen Wachstumsrate p=0,29d" und Klon 45 D5 mit einer
spezifische Wachstumsrate von p = 0,23 d”.

Sobald die Klone den Wellboden konfluent bewachsen hatten, wurden sie passagiert und als
Parallelansitze weiterhin proliferiert. Nachdem aus den jeweiligen Einzelzellen ausreichend
Zellmasse entstanden war, erfolgte {iber 28 Tage die osteogene Differenzierung mit abschlie-
Bender Alizarinrot-Farbung als Kalziumnachweis. Der Zeitraum von der Vereinzelung der

Zellen bis zur Abschlussuntersuchung betrug bei diesem Versuch 69 Tage.
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Abb. 80: Kalziumnachweis mit Alizarinrot der Klone aus der Primérkultur DZB-201p8. Rechte
Reihe der Wells Zellen in osteogenem Differenzierungsmedium, linke Reihe der Wells
Zellen in Standardmedium als Kontrolle.

Das Foto der Abb. 80 zeigt den Ausschnitt einer Multiwellplatte mit der Alizarinrot-Farbung
nach der osteogenen Differenzierung der vier unterschiedlichen Klone aus der Primérkultur
DZB-201p8. Die Zellen in den Wells der linken Seite wurden in Standardmedium, die Zellen
der Wells auf der rechten Seite wurden in osteogenem Differenzierungsmedium kultiviert. Es
war eine deutliche Rotfarbung in den Wells der osteogen differenzierten Zellen zu sehen. Bei

den Kontrollen lag keine rote Férbung vor.

Alle vier osteogen differenzierten Zellen der Primarkultur DZB-201p8 hatten die Potenz zu

kalzifizieren.

Die Muster der Mineralisierungszonen lassen sich auf den mikroskopischen Fotos erkennen.
Diese Gesamtdarstellungen der Wells sind aus jeweils 88 Einzelfotos zusammengesetzt. Die
Rahmenfarben entsprechen den Farben der Graphen in Abb. 76. Links sind jeweils die Zellen
nach Kultivierung in Standardmedium, rechts sind die Zellen nach Kultivierung in osteoge-

nem Differenzierungsmedium gezeigt.
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Abb. 81: Klon 45 D5 aus Primérkultur DZB-201p8 A kultiviert in Standardmedium, B kultiviert in
osteogenem Differenzierungsmedium. AnschlieBender Kalziumnachweis mit Alizarinrot.

Abb. 82: Klon 45 E6 aus Primérkultur DZB-201p8 A kultiviert in Standardmedium, B kultiviert in
osteogenem Differenzierungsmedium. AnschlieBender Kalziumnachweis mit Alizarinrot.



3 Ergebnisse 113

Abb. 83: Klon 45 F4 aus Primérkultur DZB-201p8 A kultiviert in Standardmedium, B kultiviert in
osteogenem Differenzierungsmedium. AnschlieBender Kalziumnachweis mit Alizarinrot.

Wa

Abb. 84: Klon 46 _E8 aus Primérkultur DZB-201p8 A kultiviert in Standardmedium, B kultiviert in
osteogenem Differenzierungsmedium. AnschlieBender Kalziumnachweis mit Alizarinrot.

Die Fotos der Abb. 81 bis Abb. 84 zeigen die Klone jeweils in Kontrollmedium (A) und in
osteogenem Differenzierungsmedium (B). Die Klone wiesen in osteogenem Differenzie-
rungsmedium jeweils Kalzifizierungsstrukturen, welche sich deutlich von den Strukturen der
anderen Klone unterscheiden. So hatte sich der Zellverband des differenzierten Klons 45 D5
bereits an den Randern zusammengezogen und so einen ringformigen Wulst gebildet (Abb.

81 B). Vorwiegend in diesem Bereich lokaler starker Zelliiberlagerungen lagen Kalzifizie-
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rungen vor. In Standardmedium zeigten die Zellen gleichmédBiges Wachstum in mehreren

Zelllagen (Abb. 81 A). Es war keine Kalzifizierung nachweisbar.

Klon 45 E6 zeigte im Gegensatz dazu eine relativ gleichméBige Zellbesiedelung des Well-
bodens (Abb. 82 B). Kleine Bereiche waren etwas stirker kalzifiziert, ansonsten lag eine
gleichmifBige Kalziumeinlagerung vor. In Standardmedium zeigten die Zellen gleichméafBiges

Wachstum in mehreren Zelllagen (Abb. 82 A). Es war keine Kalzifizierung nachweisbar.

Klon 45 F4 hatte in seiner gleichméBigen Zellbesiedlung wellenférmige Kalziumeinlagerun-
gen (Abb. 83 B). Bei der Zellkontrolle fiel im Vergleich zu den Zellkontrollen der anderen
Klone ein geringeres Wachstum auf (Abb. 83 A). Es hatte sich dort nur eine einfache unkal-
zifizierte Lage mit abgerundeten Zellen gebildet.

Klon 46 _ES8 wies bei gleichmdBiger Zellbesiedlung wiederum gleichméBige Kalzifizierung
auf (Abb. 84 B). In Standardmedium zeigen die Zellen bei gleichméfBigem Wachstum in
mehreren Zelllagen keine Kalzifizierung (Abb. 84 A).

Die einzelnen Zellen derselben Mischpopulation zeigten deutliche Unterschiede bei der Aus-

bildung von Zellverbanden und in der Intensitit und Verteilung von Kalziumeinlagerungen.



4 Diskussion 115

4 Diskussion

4.1 Archivierung der Zahngewebe (Datenbank)

Die erstellte Datenbank konnte die Organisation und Erfassung der 464 dentalen Gewebe-
proben von 135 Patienten und den 1590 moglichen Kryopositionen in den Stickstofftanks

erheblich erleichtern (Kap. 2.1).

Datenbanksysteme dienen der elektronischen Datenverwaltung. Thre wesentliche Aufgabe
besteht darin, grole Datenmengen effizient, widerspruchsfrei und dauerhaft zu speichern und
bendtigte Teilmengen in unterschiedlichen, bedarfsgerechten Darstellungsformen fiir Benut-

zer und Anwendungsprogramme bereitzustellen (Kemper, Eickler, 2006).

So kommen sie u. a. bei der Suche nach geeigneten Organspendern (Young et al., 1994) oder
bei Nabelschnurblutbanken (Gluckman, Rocha, 2004) zum Einsatz. Bei der Datenbank
»~AREVIR* beispielsweise, lassen sich tliber die Eingabe der erfolgten Medikation und dem
Krankheitsverlauf von Aidspatienten die vorraussichtlichen Resistenzen des Virus abschit-
zen. Die weitere Behandlung kann aufgrund dieser Information gezielter mit Kombinations-
priaparaten fortgesetzt werden, welche auf die einzelnen Patienten abgestimmt sind

(Beerenwinkel et al., 2005).

Im Ergebnisteil der Datenbank ,,DZB Zihne und Zellen* dieser Arbeit, wurde anhand der
vorwiegend genutzten Abfragen der Datenbank ihre Funktion dargestellt. Dabei wurden die
drei verschiedenen Formen der Abfragen jeweils mit einem Beispiel erldutert. Die Ergeb-
nissdarstellung der Abfragen erfolgt in Tabellenform (Abb. 19). Sie ermdglichen jeweils ei-
nen strukturierten Einblick auf die aktuellen Bestdnde, aufgelistet nach erfragten bzw. gefor-
derten Parametern. Im letzten Beispiel wurde eine mogliche Auswertung der Daten des Pati-
entenmaterials gezeigt (Abb. 20). Fiir graphische Auswertungen konnen die Ergebnislisten in
ein Tabellenkalkulationsprogramm wie z.B. Excel exportiert werden und dort in Form von

Diagrammen dargestellt werden.
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Beim Einfiigen, Loschen oder Andern von Daten in der Datenbank, werden diese Daten nach
Integritdtsbedingungen gepriift. So wird sichergestellt, dass fehlerfreie und nicht wider-
spriichliche Daten vorliegen. Die genaue Festlegung der Datenstruktur und Form ermdglicht
eine strukturierte Archivierung aller Datensétze. Zudem besteht iiber die Abfragen die Mdg-

lichkeit, die Daten auf verschiedene Parameter zu untersuchen.

Ein néchster Schritt wire, die generierten Versuchsdaten zur Kalzifizierung, Genexpression
oder das Profil der Oberflichenmarker der Zellen in die bereits bestehende Datenbank ein-
zupflegen. Diese Parameter wiirden in entsprechenden weiteren Tabellen definiert und iiber
Primérschliissel mit den bereits vorhandenen Tabellen in Verbindung gebracht. Dies wiirde
bei einem ausreichend groflen Datensatz schlieBlich Abschédtzungen und Voraussagen iiber
die Kalzifizierungswahrscheinlichkeit bzw. zum Differenzierungsvermdgen einzelner Pri-

marzellkulturen erlauben.

Diese Datenbank stellt die Grundlage fiir die Archivierung von Spenderdaten der dentalen
Gewebe. Uber die Integration der Kryopositionen bietet sie die Moglichkeit der organisatori-
schen Nutzung im Laboralltag und bei der Versuchsplanung. Fiir weiterfithrende Eingaben

von Versuchsergebnissen ist diese Datenbank beliebig skalierbar.

4.2 Osteogene Differenzierung dentaler Priméarkulturen

Die Fahigkeit bzw. die Potenz der Zellen in verschiedene Zelltypen zu differenzieren, wird in
vitro unter anderem anhand der osteogenen Differenzierbarkeit nachgewiesen. Entsprechend
dem Konzept von Bruder bzw. Jaiswal (Bruder et al., 1997; Jaiswal et al., 1997) wurde die
osteogene Differenzierbarkeit von Nabelschnurblut (Goodwin et al., 2001), Knochenmark-
zellen (Tuan et al., 2003), Stammzellen aus peripherem Blut (Kuznetsov et al., 2001) und
auch Zellen aus Zahngewebe (Gronthos et al., 2000; Aliot-Licht et al., 2005; Zhang et al.,
2006) bereits gezeigt.

Wie in den Ergebnissen dieser Arbeit beschrieben (Kap. 3.2.1, Abb. 21 und Abb. 22) konnte
bei dentalen Primédrzellen aus apikaler Zahnpapille durch osteogenes Differenzierungsmedi-
um eine Kalzifizierung induziert werden. Die als Positivkontrolle parallel kultivierten huma-

nen Knochenmarkzellen hBMSC wiesen ebenfalls Kalzifizierungen auf. Als Negativkontrol-
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le wurden in dem Experiment Hautfibroblasten EU2A verwendet. Die Kultivierung in Medi-
um mit Dexamethason hatte bei diesen Zellen nicht zu Kalzifizierungen gefiihrt und bildete
somit in diesem Versuch eine geeignete Negativkontrolle. Dentale Zellen, wie auch Kno-
chenmarkzellen tragen im Verlauf ihrer Differenzierung im Organismus zur Bildung von
Hartgewebe in Form von Knochen bzw. Dentin bei (Nanci, 2007; Deng et al., 2005). Kno-
chen befinden sich in einem stindigen Umbauprozess und sind imstande, bei Knochenbrii-
chen zu regenerieren. Odontoblasten reagieren bei Gewebeschaden und Karies mit der Bil-

dung von tertidrer Dentinmatrix (Smith et al., 1995).

In Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass die dentalen Zellen bzw. eingesetzte Implanta-
te in Nacktmédusen in der Lage sind, Hartgewebe zu bilden (Degistirici et al., 2008). Es wére
noch zu beachten, dass fiir Knochenbildung und Knochenerhalt mechanische Belastung des
Gewebes ein wichtiger Faktor ist (Hughes-Fulford, 2004; Klein-Nulend et al., 2005; Charras,
Horton, 2002). Im Weichgewebe ist zwar die Nahrstoffversorgung der implantierten Zellen
gewidhrleistet, jedoch wird das Gewebe an dieser Position nicht mechanisch belastet. Fiir eine
funktionelle Bestétigung der osteogen differenzierten Zellen wéren weitere Untersuchungen
erforderlich, in denen die Zellen in defekte Knochen eingesetzt werden und sich dort auch
unter mechanischer Belastung einfiigen. Entsprechende Versuche sind bereits mit differen-
ziertem Knochenmark (Srouji, Livne, 2005; Oshima et al., 2005), Nabelschnurblut (Jager et
al., 2007) und auch anhand Stammzellen aus Fett (Peterson et al., 2005) gezeigt worden.

Fiir eine Kalzifizierung der extrazelluldren Matrix in vitro ist Dexamethason im Differenzie-
rungsmedium unerlésslich (Rickard et al., 1996). Das ist insofern erstaunlich, als das Gluko-
korticoide in vivo zu einer Verringerung der Knochenmasse fiithren (Canalis, 1996). Ein mog-
liches Erklarungsmodell fiir die Kalzifizierung in vitro basiert u.a. auf der Eigenschaft von
Dexamethason, die Enzymaktivitdt der alkalischen Phosphatase zu steigern. Diese kann in
Anwesenheit von B-Glycerolphosphat als Phosphatdonor zu einer Kalzifizierung der extra-
zelluldren Matrix fithren (Bellows et al., 1990). Die osteoinduktiven Voraussetzungen iiber-

wiegen moglicherweise in vitro gegeniiber solchen des Knochenabbaus.

Bei dem Vergleich von neun unterschiedlichen dentalen Primérkulturen zeigte sich jedoch,
dass nicht alle Kulturen in osteogenem Differenzierungsmedium kalzifizieren konnten (Kap.
3.2.2.1, Abb. 23). Das unterschiedliche Vermogen zu kalzifizieren kann verschiedene Ursa-

chen haben.
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Der unterschiedliche Zustand der Zahnkeime bei der operativen Entnahme aus dem Gesamt-
organismus konnte hierbei zur Geltung gekommen sein. Die Zellen wurden zwar jeweils aus
Zahnkeimen des dritten Molar isoliert, dennoch konnten Unterschiede der Zellen in den Fak-
toren Aktivitét, Proliferation, Differenzierung oder der Konstellation der Wachstumsfaktoren

zum Zeitpunkt der Zahnextraktion bestanden haben.

Die komplexen Zusammenhénge der Zahnentwicklung bei Mammalia wurden unter anderem
von Thesleff beschrieben (Thesleff, 2003; Tucker, Sharpe, 1999). Die an den Entwicklungs-
stadien der Mause erforschten Faktoren lassen sich zum grofBten Teil auch auf die humane

Zahnentwicklung tibertragen.

Fiir die Zahnentwicklung des Menschen existieren Normwerte (Sato, Ogiwara, 1971; Ander-
son et al., 1976; Demisch, Wartmann, 1956), dennoch kommt eine hohe Individuum— abhén-
gige Variabilitit der Gewebespender hinzu. Bei der schon lédnger etablierten Knochenmark-
spende offenbarten sich Unterschiede aufgrund des unterschiedlichen Alters und Geschlechts
der Patienten (Muschler et al., 2001). Auch die in dieser Arbeit verwendeten Zahngewebe
wurden gespendet von Patienten unterschiedlichen Alters und Geschlecht. Die Zdhne befan-
den sich in unterschiedlichen Entwicklungsstadien und kamen von unterschiedlichen Zahn-
positionen. Die Daten mit den entsprechenden Parametern der dentalen Gewebe, welche in

dieser Arbeit verwendetet wurden finden sich in Kap. 2.2.1, Tab. 2.

Isolierte Zellen aus Zahnfollikel von Mausen hatten sich als heterogene Mischpopulationen
dargestellt (Luan et al., 2006). Demgemal ist bei den isolierten Zellen aus humanen Zahn-
keimen ebenfalls eine Mischpopulation zu erwarten. Die Isolierung verschiedener Zellen aus
dem Gewebe und der anschlieBenden Proliferation fiihrt voraussichtlich zu einer unterschied-
lichen Zusammensetzung der Primérpopulationen. Bei der Proliferation wird vornehmlich
auf proliferierende Zellen selektioniert. Demzufolge konnen sich bereits beim Anlegen der
dentalen Primérkulturen Ungleichheiten ausgebildet haben, wie es auch schon bei der Isolati-

on von Knochenmarkzellen beschrieben wurde (Jonsson et al., 1999).

Unterschiedliche Bedingungen in den verschiedenen Zellpopulationen zu Beginn der osteo-
genen Differenzierung konnten ein weiterer Grund fiir die unterschiedliche Kalzifizierung
sein. In den Untersuchungen dieser Arbeit ist es bei Primérkulturen sowohl mit hoher als
auch mit sehr niedriger Zelldichte zu Beginn der osteogenen Differenzierung zu Kalzifizie-

rungen gekommen (Abb. 25). Abschlieend kann also davon ausgegangen werden, dass in
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diesem Experiment die Zelldichte der dentalen Zellen bei Beginn der Differenzierung keine

direkte Auswirkung auf das Kalzifizierungsvermogen der Zellen hatte.

Als Nachweis der osteogenen Differenzierung der dentalen Zellen wurden neben dem ab-
schlieBenden Kalziumnachweis die Genexpression von Bonesialoprotein (IBSP), Osteocalcin
(BGLAP), dem Transkriptionsfaktor RUNX2 und alkalischer Phosphatase (ALPL) wihrend

des osteogenen Differenzierungsverlaufes untersucht.

Bei der Expression von Bonesialoprotein und Osteocalcin wurde nach einem zusétzlichen

Parameter gesucht, der mit der Kalzifizierung korreliert.

Die Expression von RUNX2 und alkalischer Phosphatase sollte {iberdies auch Hinweise lie-

fern, die die Moglichkeit der Voraussagbarkeit einer Mischkultur zur Kalzifizierung bietet.

Das stark glykosilierte und sulfatierte Phosphoprotein Bonesialoprotein spielt eine wichtige
Rolle in mineralisierendem Gewebe (Ganss et al., 1999) und ist ein Marker der Osteoblasten-
Entwicklung (Aubin et al., 1995; Bianco et al., 1993). In dem Hartgewebe Dentin {ibernimmt
das Dentin Sialoprotein diese Rolle. Entsprechend wird es dort von Odontoblasten sezerniert.
Die mRNA von Bonesialoprotein und Dentinsialoprotein ist identisch. Das Vorlduferprotein
wird vermutlich durch posttranslatorische Modifikation mittels gewebespezifischer Proteasen

zu dem jeweilig gewebespezifischen Protein prozessiert (Butler et al., 2003).

Anhand der Ergebnisse (Kap. 3.2.2.2) wird deutlich, dass Bonesialoprotein von den dentalen
Zellen im differenzierten und im undifferenzierten Zustand exprimiert wurde (Abb. 26a-i).
Dabei war die Hohe der Expression bei den verschiedenen Primérzellen deutlich unterschied-
lich. Neben einer vorwiegend niedrigen Expression, traten bei wenigen Zellen in osteogenem
Differenzierungsmedium im Vergleich erhohte Expressionslevel von Bonesialoprotein auf.
Diese erhohte Expression von Bonesialoprotein war bei den Proben jedoch unabhingig von
der Kalzifizierung. Bei Gruppierung der dentalen Zellen in , kalzifizierte und ,,nicht kalzifi-
zierte® Zellen (Abb. 27) wiesen die beiden Gruppen in osteogenem Differenzierungsmedium

im Vergleich zu den Zellen in Kontrollmedium erhdhte Expressionswerte auf.

Der zunichst ansteigende, dann abfallende Expressionsverlauf von Bonesialoprotein bei der
Kalzifizierung findet sich in der Literatur wieder. Stein beschreibt die Expression von Bone-

sialoprotein als frithen Marker der osteogenen Differenzierung (Stein et al., 1996). Bei den
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vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit zeigte sich dieser Expressionsverlauf jedoch eben-
falls bei nicht kalzifizierten Zellen und in abgeschwéchter Form sogar bei den Zellen in Kon-
trollmedium. Die osteogene Differenzierung kann also in der Mittelwertsbetrachtung vieler
Proben eine erhohte Expression von Bonesialoprotein zeigen, die dann in der hohen Expres-
sion weniger ,,Ausreiller* begriindet liegen. Fiir einzelne Primérkulturen ist die Messung der
Expression von Bonesialoprotein als molekularbiologischer Marker fiir die osteogene Diffe-

renzierung jedoch nicht geeignet.

Osteocalcin (bone y-carboxylglutamic acid-containing protein, kurz BGP) wurde 1975 von
Hauschka entdeckt (Hauschka et al., 1975) und kommt ebenfalls in mineralisiertem Gewebe
vor. Es wird von Osteoblasten sezerniert und ist mit einem Anteil von ca. 1-2% das in hochs-
ter Konzentration vorkommende Nichtkollagenprotein des Knochens. Zudem wird es direkt
von kalziumregulierenden Hormonen (Calcitonin, Parathormon, Vitamin D) beeinflusst (Yu,
Chandrasekhar, 1997; Hauschka, 1986; Young, 2003). Bei dentalen Zellen aus Pulpagewebe
konnte die Expression von Osteocalcin nachgewiesen werden (Gronthos et al., 2000; d'Aqui-

no et al., 2007).

Die Ergebnisdarstellung in Kap. 3.2.2.2, Abb. 28 (a-i) zeigt ebenfalls eine Expression von
Osteocalcin. Uber den Kulturverlauf der einzelnen Primérkulturen zeigten sich jedoch keine
groen Schwankungen bei der Expression. Die neun Primérzellkulturen exprimierten iliber
die gesamte Kulturdauer in etwa gleiche Mengen Osteocalcin. Auch bei der Darstellung der
Expression den Gruppen ,.kalzifiziert™ und ,,nicht kalzifiziert zugeordnet konnten keine er-
hohten Werte fiir die differenzierten oder undifferenzierten Zellen iiber den Kulturverlauf

festgestellt werden (Abb. 29).

In der Literatur (Gronthos et al., 1999; Kasai et al., 1994; Malaval et al., 1994) wird Osteo-
calzin als spiter Marker der osteoblastiren Differenzierungskaskade beschrieben. Dieser
wird nur von reifen Osteoblasten und Osteozyten exprimiert. Ein solcher Differenzierungs-
verlauf war bei dem Versuchsaufbau dieser Arbeit anhand der Osteocalcin Expression nicht
erkennbar. Es ist davon auszugehen, dass Osteocalcin in dentalen Primérzellkulturen anders
reguliert wird als in Zelllinien bzw. als Osteoblasten oder Odontoblasten in vivo. Als moleku-
larbiologischen Kandidat zum Nachweis der osteogenen Differenzierung, der isolierten den-
talen Zellen aus apikaler Zahnpapille, ist Osteocalcin bei den Versuchsbedingungen dieser

Arbeit nicht geeignet.
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Der Transkriptionsfaktor RUNX2 spielt eine wichtige Rolle in der osteogenen Differenzie-
rung. Unter anderem wird durch diesen die Expression verschiedener weiterer osteoblastérer
Marker wie Osteocalcin, Osteopontin und Typl-Collagen reguliert (Ducy, Karsenty, 1998;
Aubin et al., 2002).

Die untersuchten dentalen Primérzellkulturen aus apikalem Zahnfollikel zeigten alle grund-
sétzlich eine Expression von RUNX2 (Abb. 30 a-i) und damit eine generelle Potenz fiir eine
osteogene Differenzierbarkeit. Bei geringer Schwankungsbreite der relativen Expression von
RUNX2 zeigten sich keine wirklich auffilligen Expressionsunterschiede zwischen den Zellen
in Differenzierungsmedium und den Zellen in Standardmedium bzw. den einzelnen Primar-
kulturen. Damit lieen sich auch bei der Zusammenfassung in Gruppen iiber den Kulturver-

lauf, wenn iiberhaupt, nur schwache Tendenzen bei den Expressionen erkennen (Abb. 31).

In der Abb. 33 wurde die RUNX2-Expression der Kalzifizierung gegeniiber gestellt. Zwar
weist die Priméarzellkultur mit der hochsten Expression von RUNX2 auch die stirkste Kalzifi-
zierung auf, jedoch lassen sich diese Zusammenhinge bei den anderen Primérkulturen nicht
herstellen. Entsprechend fiel das Bestimmtheitsmal} der Ausgleichsgerade nicht ausreichend
hoch aus, um die Nullhypothese zu verwerfen. Damit lag keine Korrelation zwischen Kalzi-

fizierungsvermdgen und Expression alkalischer Phosphatase vor.

RUNX2 ist fiir eine Aussage zur osteogenen Differenzierbarkeit einzelner Primérkulturen,
wie auch als Nachweis flir die Auswirkung von osteogenem Differenzierungsmedium auf die
dentalen Zellen nicht geeignet. RUNX2 ist zwar ein notwendiger, jedoch nicht alleiniger Fak-
tor. Da alle untersuchten Proben der dentalen Primérzellen RUNX2 exprimiert haben, miisste
die ausbleibende Kalzifizierung demnach durch andere Faktoren begriindet sein (Lian, Stein,

2003).

Die alkalische Phosphatase ist ein membranstindiges homodimeres Enzym, welches in den
verschiedenen Geweben als unterschiedliche Isoform vorkommt (Millan, 2006). Die in den
Knochen vorliegende Isoform des Enzyms spielt eine wichtige Rolle bei der Mineralisierung
der extrazelluldren Matrix (Cheng et al., 1994; Pereira et al., 2002), sowie bei der Minerali-

sierung der dentalen Zellen (Gronthos et al., 1999).



4 Diskussion 122

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche zeigten, dass die Expression von alkalischer
Phosphatase generell bei den Kontrollzellen in Standardmedium hoher war, als bei den ent-

sprechenden Zellen in Differenzierungsmedium (Abb. 34 a-i).

Die Gruppen ,.kalzifiziert™ und ,,nicht kalzifiziert (Abb. 35) hatten {iber den Kultivierungs-
zeitraum jeweils synchrone Expressionsverldaufe von alkalischer Phosphatase, mit einem Ma-
ximum in der zweiten Hélfte der Kultur. Bei den Zellen der Gruppe ,,Kontrolle-kalzifiziert*
ist dieser Verlauf am stérksten ausgeprigt. Sie wiesen eine auffillig hohere Expression von
alkalischer Phosphatase auf. Bei der Gegeniiberstellung von Genexpression und der Kalzi-
umkonzentration (Abb. 37) wiesen Primarzellkulturen mit hoher ALPL Expression in Stan-
dardmedium nach osteogener Differenzierung hohe Kalziumkonzentrationen auf. Das legt
den Schluss nahe, dass es sich hier um einen Nachweis der Potenz von den jeweiligen Zahn-

zellpopulationen handelt.

Uber die Expression alkalischer Phosphatase und der entsprechenden Kalzifizierung der je-
weiligen Primérkulturen ergab sich das Bestimmtheitsmal} der Ausgleichsgerade. Umgerech-
net in den Korrelationskoeffizenten konnte anhand Tabelle A 10 der ,,Statistischen Metho-
den* (Sachs, 1980) eine hohe Signifikanz festgestellt werden. Mit einer Restunsicherheit von
0,1 % konnte die Nullhypothese verworfen und die Gegenhypothese angenommen werden:
Bei den dentalen Primirzellen liegt eine Korrelation zwischen der Kalzifizierung und der

Expression von alkalischer Phosphatase (ALPL) vor.

Eine zusitzliche Nachweismoglichkeit der Differenzierung parallel zur Kalzifizierung ist
durch die Untersuchung der Expression von alkalischer Phosphatase nicht gegeben. Ein ho-
her Expressionslevel von alkalischer Phosphatase bei Primérzellkulturen in Kontrollmedium
kann jedoch einen Hinweis auf die Differenzierungs- bzw. Kalzifizierungswahrscheinlichkeit

bei osteogenem Stimulus geben.

Hohe Aktivitat alkalischer Phosphatase wird auch in der Literatur mit einem hohen Potential
der Zellen in Zusammenhang gebracht (Berstine et al., 1973; Pittenger et al., 1999; Kuznet-
sov et al., 2001).

Bei der Untersuchung von mRNA aus der Zellkultur sind die Moglichkeiten Parallelansétze
zu kultivieren und zu untersuchen sehr begrenzt. Mehrfachmessungen der Proben wiren si-

cherlich wiinschenswert, sind jedoch nicht immer praktikabel, da eine Abhidngigkeit besteht,
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von der fiir die Untersuchung zur Verfiigung stehenden Zellmasse als Probenmenge und der

Machbarkeit, vergleichbare Ansitze parallel anzulegen und zu bearbeiten.

Die jeweils dreimalige Messung von 90 Messproben ergab flir Bonesialoprotein eine Mess-
schwankung von 1-2% (Kap.3.2.2.2.1). Das zeigt sich nach Berechnung der Expression iiber
die DDCT-Methode (Pfaffl, 2001) mit einem durchschnittlichen Variationskoeffizienten von
0,41. Somit muss von einer mittleren Schwankung von 41% der relativen Expressionswerte
ausgegangen werden. Bei den Messungen sollten kleinere Differenzen beim Vergleich von

Mittelwerten der Untersuchungsgruppen aus diesem Grund nicht so stark gewichtet werden.

In anderen Arbeitsgruppen (Gronthos et al., 2000; Seo et al., 2004) wurde eine gréBere Zell-
masse fiir die Untersuchungen geschaffen, indem die Zellproben gepoolt, also vereint wur-
den. Die rein rechnerisch gebildeten Gruppen (Kap. 3.2.2.1) stellen ebenfalls eine Vereini-
gung mehrerer Proben dar. Je hoher die Stichprobengrofle, desto genauere Aussagen kann zu
der Genexpression unter bestimmten Bedingungen gemacht werden. Werden jedoch die
Zellproben gepoolt, konnen einige Fragestellungen, vor allem die zu den Expressionsunter-

schieden verschiedener Zahnkeime, nicht untersucht werden.

Ein definierter Verlauf der osteogenen Differenzierung lie3 sich anhand der Expression der
vier verschiedenen Marker nicht nachweisen. Eine mégliche Erklarung ist das Vorliegen von
Mischpopulationen unterschiedlicher Differenzierungszustinde der Zellen. Die Reduktion
dieser Prozesse auf einfache Schemata ist leider nicht mdglich. Bereits Aubin und Pereira
wiesen in ihren Untersuchungen zu Primédrkulturen aus Knochenmarkzellen darauf hin

(Aubin, 1998; Pereira et al., 2001).

Auch eine Selektion der Primédrzellen auf definierte Oberfldchenproteine vor der Differenzie-

rung ergibt nicht die gewiinschte Homogenitit (Gronthos et al., 1999).

In den dentalen Primirzellen wurden die untersuchten vier Gene ohnehin exprimiert. Die
unterschiedliche Kalzifizierung der Primarkulturen kénnte in der unterschiedlichen Aktivitit

der Proteine oder der Interaktion mit anderen Faktoren begriindet liegen.

Es stellt sich die Frage, inwieweit die Kalzifizierung in vitro tatsdchlich mit der Osteogenese

in vivo vereinbar ist (siche Diskussion zu Subpopulationen und Einzelzellen, Kap. 4.4.).
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4.3 Neurogene Differenzierung dentaler Primarkulturen

Die neurogene Differenzierbarkeit der untersuchten Primérzellen liefert weitere Informatio-
nen iber ihre Potenz. Sowohl stromale Knochenmarkzellen (BMSC) von Nagetieren
(Woodbury et al., 2000; Kohyama et al., 2001) wie auch solche humanen Ursprungs (Reyes,
Verfaillie, 2001; Sanchez-Ramos et al., 2000; Deng et al., 2001) konnten in neurale Zellli-
nien differenziert werden. Spédter gelang die neuronale Differenzierung humaner Hautzellen

(Joannides et al., 2004) und bei Zellen aus humanem Nabelschnurblut (Park et al., 2006).

Die Umsetzung der neurogenen Differenzierung erfolgte jeweils mit unterschiedlichen Pro-
tokollen. So wurde die Differenzierung u.a. mit B-Mercaptoethanol + DMSO induziert
(Woodbury et al., 2000), als auch mit IBMX + Dibutyryl cAMP (Deng et al., 2001) oder
durch Retinsdure + NGF bzw. + BDNF (Sanchez-Ramos et al., 2001).

Das im Rahmen der Untersuchungen verwendete neurogene Differenzierungsmedium bein-
haltete IBMX + Dibutyryl cAMP + Retinsdure + NGF und wurde urspriinglich fiir die neuro-
nale Differenzierung von Stammzellen aus Nabelschnurblut etabliert (Kogler et al., 2004;

Degistirici et al., 2008).

Zunéchst wurde im Ergebnisteil Kap. 3.3.1 die Morphologie und das Proliferationsverhalten
der dentalen Zellen in neurogenem Differenzierungsmedium beschrieben. Bei den drei getes-
teten dentalen Primédrzellkulturen zeigten sich morphologische Verdnderungen in neuroge-
nem Differenzierungsmedium. Die Zellkdrper waren klein und zusammengezogen mit weni-
gen feinen Ausldufern. Neben der neuronartigen Zellmorphologie war auch ein starkes Zell-
sterben zu beobachten. Im Kontrollmedium waren die Zellen stark proliferiert. Diese Ver-
héltnisméBigkeiten waren anhand der mikroskopischen Fotos vom Kultivierungsstart und
Kultivierungsende gut erkennbar (Abb. 38, Abb. 39). Das gegensitzliche Proliferations-
verhalten wurde durch die durchgefiihrte Quantifizierung besonders deutlich (Abb. 40, Abb.
58).

Eine Komponente in dem verwendeten neurogenen Differenzierungsmedium war Retinsdure.
Retinsduren (Vitamin-A-Sdure) liben durch entsprechende Rezeptoren Einfluss auf Wachs-
tum und die Zelldifferenzierung aus (Chambon, 1996). Diese Mechanismen spielen bei der

Embryogenese und der Tumorentstehung eine wichtige Rolle. Die Retinsdure wurde auch fiir
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die neuronale Differenzierung in der Zellkultur entdeckt (Jones-Villeneuve et al., 1982;
Rohwedel et al., 1999). So wurde bei embryonalen Mausstammzellen die unterstiitzende
Wirkung von Retinsdure zur Expression neuronaler Gene postuliert (Bain et al., 1995). Zu-
dem wurde die gleichzeitig hemmende Wirkung auf die mesodermale Genexpression nach-
gewiesen (Bain et al., 1996). Uber den Retinsdure Rezeptor wird bei verschiedenen Zelltypen
die Transkription von p21 aktiviert (Liu et al., 1996). Es handelt sich bei p21 um einen uni-
versellen Inhibitor von Cyclin-CDK-Komplexen. Die Fortsetzung des Zellzyklus wird unter-
brochen und die Zelle bleibt in der G1-Phase (Knippers, 1999). Zudem wurde eine Retinsiu-
re induzierte Apoptose nachgewiesen, welche Retinsdure-Rezeptor unabhingig iiber den

MEK/ERK/1/2-Weg zur Caspase-3 Aktivierung fiihrt (Zanotto-Filho et al., 2008).

Parallel zu den neurogenen Differenzierungsmedien wurden bei der Versuchsdurchfiihrung
Medienbestandteile getestet. So zeigte sich eine giinstigere Lebens- und Proliferationsgrund-
lage der Primérzellen in neurogenem Differenzierungsmedium ohne die Mediumkomponente
IBMX (Abb. 42). Bei Zugabe von Dexamethason in das Kulturmedium konnte der Effekt des
Zellriickgangs iiber den Kulturverlauf deutlich gemindert werden (Abb. 53).

IBMX (3-Isobutyl-1-Methylxanthin) ist ein Inhibitor der Phosphodiesterase (Ashcroft et al.,
1972) und fiihrt in Kombination mit Dibutyryl cAMP zu einem Anstieg der intrazelluldren
cAMP-Konzentration (Deng et al., 2001). Die morphologische Verdnderung der Zellen in
neurogenem Differenzierungsmedium kann auch das Resultat der Toxizitdt von IBMX in

Kombination mit Dibutyryl cAMP sein (Zwart et al., 2008).

Dexamethason ist ein synthetisches Glucocorticoid, welches durch die Zellmembranen dif-
fundiert und seine biologische Wirkung hauptséchlich durch die Bindung an intrazelluldre
Glucocorticoidrezeptoren entfaltet (Distelhorst, 1989). Glucocorticoidrezeptoren wurden
erstmalig 1968 in den Thymuszellen von Ratten beschrieben (Munck, Brinck-Johnsen,
1968). Intrazelluldre Steroidhormonrezeptoren, zu denen der Glucocorticoid-, Ostrogen-,
Progesteron-, Androgen-, Mineralkortikoid-, Vitamin-D3 und Ecdysonrezeptor zdhlen, geho-
ren in die Multigen-Familie der Kern-Rezeptoren, zu denen auch der Thyroidhormon- und
der Retinsdurerezeptor zdhlen (Hollenberg et al., 1985; Evans, 1988). Die Zugabe von De-
xamethason ins Medium verhindert die Apoptose (Song et al., 2008). Die genaue Wirkung
von Dexamethason konnte noch nicht geklart werden. Bei der Darlegung der verschiedenen

Effekte von Dexamethason sollten auch die multiplen Faktoren in den mitochondrialen und
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den Rezeptor-Apoptose Signaltransduktionswegen in Betracht gezogen werden (Dlamini et

al., 2004).

Versuchsergebnisse mit verbesserter Uberlebensrate der Zellen zeigten sich bei der Durch-
fithrung eines ,,Neurogenen Shifts“. Bei dieser Kultur wurde nach 5 Tagen neurogenem Dif-
ferenzierungsmedium das Agens Retinsdure ausgelassen (Abb. 54). Bei einem Shift von 4
Tagen (Abb. 57) und der anschlieBenden Kultivierung ohne Retinsdure und ohne IBMX blieb
die Zellzahl stabil (Abb. 55). Diese Beobachtung wurde auch in der Literatur beschrieben.
Widera hatte einen viertdgigen ,,Neuro Shift” bereits mit dentalen Zellen aus dem Parodonta-
len Ligament (PDL) durchgefiihrt, welche mit einer minimal invasiven Methode isoliert wur-
den (Widera et al., 2007). Das Protokoll zur neurogenen Differenzierung war an die Verof-

fentlichung von Bibel angelehnt (Bibel et al., 2004).

Neben den Untersuchungen zur Morphologie und dem Proliferationsverhalten der dentalen
Primérzellen in neurogenem Differenzierungsmedium wurden auch Genexpressionsuntersu-
chungen durchgefiihrt (Kap. 3.3.2). Die Effekte des neurogenen Differenzierungsmediums
und der verschiedenen Mediumkomponenten auf die Zellen, wurde anhand der Genexpressi-
on der Neuromarker NEFH (Neurofilament heavy), NEFL (Neurofilament light), MBP (Mye-
lin basic protein) und TUBB3 (83-Tubulin) gezeigt.

Von den drei beschriebenen Neurofilamenten hat NEFH das hochste Molekulargewicht. Die-
ses stark phosphorylierte Intermediédrfilament kommt in den Axonen der Neurone vor
(Fliegner, Liem, 1991). Das Neurofilament mit dem geringsten Molekulargewicht wird ent-
sprechend NEFL (Neurofilament light) genannt. Die Funktion von Neurofilamenten wurde
von Perrot zusammengefasst und die mogliche Beteiligung bei neurodegenerativen Erkran-

kungen dargestellt (Perrot et al., 2008).

Myelin basic protein MBP stellt einen grofen Proteinanteil der Myelinmembran im Zentralen
Nervensystem dar. Es gibt verschiedene Isotypen und posttranslationale Modifikationen des
Proteins, welche Auswirkungen auf das Bindungsverhalten und Interaktionen von MBP be-
sitzen (Roth et al., 1987; Boggs, 2006). Offensichtlich kommt es bei der Ausdifferenzierung
der Ameloblasten und der Odontoblasten in vivo fiir einen kurzen Zeitraum, zumindest bei

Ratten zur Expression von MBP (Kim et al., 2008).
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Ergebnisse zu den Untersuchungen der Neuromarker NEFH (Neurofilament heavy), NEFL
(Neurofilament light), MBP (Myelin basic protein) und TUBB3 (33 Tubulin) zeigten jeweils
erhohte Expressionen fiir die neurogenen Differenzierungsmedien. Osteogene Differenzie-
rungsmedien und die Kontrolle wiesen jeweils niedrigere Expressionen auf (siche Abb. 59

bis Abb. 64).

Bei dem Osteomarker IBSP zeigte sich ein inverser Expressionsstatus fiir die Gruppe ,,Osteo
Diff* im Vergleich zu den Neuromarkern. Die Expression von IBSP der neurogen differen-
zierten Proben lagen alle unterhalb der Expression von der Gruppe ,,Osteo Diff (Abb. 65).
Die Expression von BGLAP zeigte bei den untersuchten Zellpopulationen keine grof3e
Schwankungsbreite durch hohe Expressionsunterschiede. Die Expressionsunterschiede waren
aus diesem Grund nicht so gewichtig wie bei IBSP (Abb. 66).

Die Expression von ALPL zeigte von allen bislang untersuchten Markern die mit Abstand
grofite Spannbreite (Abb. 67). In Differenzierungsmedium wiesen die Zellen eine reduzierte
Expression von ALPL auf. Das zeigte sich bei der Expression der Zellen in osteogenem Dif-
ferenzierungsmedium und noch deutlicher bei den Zellen, die in Medium mit Komponenten

der neurogenen Differenzierung kultiviert wurden.

Fiir die Untersuchung unterschiedlicher Kultivierungsmedien, bei zum Teil sehr niedriger
Zelldichte, waren viele Parallelansitze erforderlich. Eine gleiche Zelldichte lie8 sich in den
Parallelansitzen nur schwer herstellen. Die Zellen verhielten sich bereits bei Kultivierungs-
start in den verschiedenen Medien unterschiedlich. Dafiir gab es verschiedene Ursachen: die
Umstellung und die Wirkung des Mediums auf die Vitalitit, die Proliferation und das Ver-
mogen der Zellen zu adhérieren. So lagen bereits bei der ersten Zdahlung am Tag nach dem
Versuchsstart leicht unterschiedliche Zellzahlen vor. Abgesehen von der unterschiedlichen
Zelldichte zu Beginn der Zahlungen waren die unterschiedlichen Tendenzen beim Prolifera-

tionsverhalten der Zellen in den verschiedenen Medien eindeutig.

Die Auszdhlung des definierten Zahlausschnitts stellte sich als ein geeignetes Hilfsmittel dar,
mit dem die Zellzahlen und damit das Proliferationsverhalten veranschaulicht werden konn-
ten. Jedoch musste bei den Proliferationsverldufen beriicksichtigt werden, dass nicht immer
eine absolute Gleichverteilung der Zellen bestand und die dentalen Zellen migrierten. Somit
konnte es zu leichten Schwankungen bzw. Ungenauigkeiten bei den Zellzahlen kommen. Je

hoher die Zellzahl in dem Zihlrahmen, desto schwieriger erkennbar waren die einzelnen Zel-
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len. Da allerdings jeweils der gleiche Ausschnitt untersucht wurde, konnten starke Abwei-

chungen oder Schwankungen direkt lokalisiert und beriicksichtigt werden.

Das Protokoll fiir die neurogene Differenzierung wurde urspriinglich fiir Nabelschnur-
blutzellen konzipiert (Kogler et al., 2004; Degistirici et al., 2008). Eine Optimierung dieses

Differenzierungsmediums auf die dentalen Zellen konnte hilfreich sein.

In Protokollen aus anderen Verdffentlichungen (Bain et al., 1996; Sanchez-Ramos et al.,
2000) wurden zur neurogenen Differenzierung zumeist Konzentrationen von 5 uM RA ein-
gesetzt. In dem Protokoll fiir Nabelschnurblut wurde eine auffillig hohe RA-Konzentration
von 10 uM eingesetzt. In welcher Konzentration und fiir welchen Zeitraum RA bei den den-
talen Zellen den optimalen Effekt hat, miisste noch weitergehend untersucht werden. Dazu
wiren Untersuchungen iiber den Kulturverlauf aussagekréftig. Fiir derartige Nachforschun-

gen wire jedoch die Q-PCR nicht die geeignete Methode, da zu wenig Zellmasse vorliegt.

Zum Nachweis der Differenzierung sollten moglichst weitere Methoden zum Einsatz kom-
men, beispielsweise der Nachweis charakteristischer Proteine mittels Antikdrper. Diese Fér-
bungen wiren noch aussagekréftiger, wenn gleichzeitig Positiv- und Negativkontrollen dieser
entsprechenden Proteine mitgefiarbt werden konnten. Vorteilhaft wire eine jeweils den Anti-
korpern entsprechende Zelllinie die diese Proteine entweder auf jeden oder auf keinen Fall

exprimiert und damit als geeignete positiv- oder negativ-Kontrolle vorliegt.

4.4 Subpopulationen und Einzelzellen dentaler Primarkulturen

Isolierte Zellen aus dem Zahngewebe stellten sich in vitro als Mischpopulation dar. Diese
Gegebenheit wurde bereits bei der Isolierung von Primédrzellen aus anderen Geweben mehr-

fach beobachtet (Gronthos et al., 1999; Luan et al., 2006).

Informationen iiber die Zusammensetzung der Mischpopulation wiren zugleich auch Hin-
weise iiber die Eigenschaften der gesamten Zellpopulation. Aus diesem Motiv heraus wurden
durch Selektion und Charakterisierung der Subpopulationen zwei verschiedene dentale Pri-

marzellkulturen hinsichtlich ihrer Zusammensetzung untersucht.
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Erste durchflusszytometrische Untersuchungen der Primérkulturen mit dem FACS-Gerét
stellten die Mischpopulationen anhand von Granularitit und Gréfe der Zellen als Dotplot dar
(Abb. 68). Bei dieser Darstellungsform fielen zwei Bereiche definierter Granularitdt und
GroBe auf, in denen vermehrt Zellen detektiert wurden. Diese Bereiche wurden definiert als
Population P1 und Population P2. Die Zellen aus den beiden Populationen wurden mit dem
FACS-Gerit sortiert und kultiviert. Nach ersten Analysen zeigte sich, dass bei beiden Pri-
mirkulturen die Zellen aus der Population P1 das Vermodgen aufwiesen zu proliferieren
(Abb. 69, Abb. 72). Die Zellen aus der Population P2 waren nur bei einer der beiden Primér-
zellkulturen gewachsen (Abb. 70, Abb. 73). Eine weitergehende Charakterisierung der bei-
den Populationen wurde liber FACS-Messungen anhand von 31 Oberfldchenproteinen erstellt
(Tab. 6, Tab. 7). Von diesen Oberflachenproteinen waren fiir die Subpopulationen P1 und P2
bei beiden Primirzellkulturen der verschiedenen Passagen viele jeweils gleich hoch bzw.
niedrig exprimiert. Auffillige Abweichungen zeigten sich bei CD105, CD166, CD49d. Sie
waren in der Population P1 bei beiden Primérzellpopulationen jeweils hoher exprimiert als

bei der Population P2.

CD105 steht fiir Endoglin, einem transmembranen Glycoprotein, welches am hadufigsten bei
Endothelzellen exprimiert wird (Gougos, Letarte, 1990). Endoglin wird jedoch zudem bei der
Entstehung von Tumoren stirker exprimiert (Burrows et al., 1995) und dient als Marker bei

der Identifizierung von Stammzellen (Chen et al., 2002).

CD49d gehort zur Integrin-Familie und bildet assoziiert mit CD29 das VLA-4 (engl. Very
Late Antigens), einen Rezeptor, der Fibronectin und VCAM-1 (engl. Vascular cell adhesion
molecule) bindet und auf der Oberfldche vieler Zelltypen exprimiert wird (Hemler, 1990).

CD166 oder ALCAM (engl. activated leucocyte cell adhesion molecule) gehort zur Im-
munglobulin Superfamilie und interagiert mit CD6, einem Rezeptor der SRCR Familie (engl.
Scavenger Receptor Cystein-Rich), welche gekennzeichnet ist durch Proteinsubdoménen, die
sequenzspezifisch positionierte Cysteinreste enthalten (Bowen et al., 2000; Aruffo et al.,

1997).

Die unterschiedliche Expression der Oberfldchenproteine CD105, CD166, CD49d weist auf
andersartige Zellen jeweils in der Population P1 bzw. Population P2 hin. Diese Unterschiede
in der jeweiligen Zusammensetzung der Populationen in P1 und P2 der dentalen Zellen konn-

ten durch die FACS-Untersuchungen festgestellt werden. Da diese Unterschiede jedoch glei-
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chermallen bei beiden Primérkulturen auftraten, lieferte diese Untersuchung keinen Hinweis
darauf, warum die Zellen bei DZB-201 aus P2 proliferiert sind und die Zellen bei DZB-202

aus P2 nicht proliferiert sind.

In einem néichsten Schritt wurden die beiden Mischkulturen vereinzelt und beobachtet, ob
einzelne Zellen in Kultur tiberleben und sich vermehren konnen. Dazu wurden einige Metho-
den ausgetestet. Die Vereinzelung weniger Zellen in einer gro3en Petrischale erwies sich bei
den dentalen Zellen als ungeeignet, da die Zellen zum Teil stark migriert sind. Bei der daraus
resultierenden Gleichverteilung war die Zugehdrigkeit einzelner Zellen zu den Klonen nicht
mehr feststellbar. ZweckmaBiger erwiesen sich fiir die Vereinzelung der Zellen die Limiting-

Dilution-Methode und die Einzelzellablage des FACS-Gerites (s. Kap. 2.5.2).

Bei beiden Verfahren gab es Zellen, die sowohl nach der Vereinzelung adhériert und iiberlebt
haben, als auch Zellen die sich vermehrt haben (siche Kap. 3.4.3, Tab. 8). In den Primérkul-
turen befanden sich also nachweislich Zellen, die sowohl als Einzelzelle ohne das Umfeld

anderer Zellen iiberleben als auch in der Lage sind zu proliferieren und Klone auszubilden.

Die Ergebnisse der Proliferationsuntersuchung zeigten jeweils unterschiedliche prozentuale
Anteile der vereinzelten Zellen fiir DZB-201 und DZB-202, die das Vermdogen hatten sich zu
teilen (Abb. 76, Abb. 77). Dabei traten variierende Teilungsgeschwindigkeiten der proliferie-
renden Zellen beider Primarkulturen auf. Die jeweils hochste spezifische Wachstumsrate bei

beiden Primérzellkulturen war dennoch vergleichbar.

Ein weiterer Ansatz war die Kultivierung von markierten Einzelzellen. So wurden CD13-
markierte Einzelzellen in die Wells sortiert und kultiviert. CD13 steht fiir das Oberflachen-
protein Aminopeptidase N, einer membranassoziierten Metalloprotease. CD13 ist einer der
Marker, der in Kombination mit anderen Markern mit pluripotenten Zellen oftmals in Ver-

bindung gebracht wird (Jiang et al., 2002; Kirshenbaum et al., 1999; Young et al., 1999).

Leider proliferierten die Einzelzellen nicht ausreichend fiir nachfolgende Untersuchungen
(Abb. 78). Zudem traten neben Einzelzellen viele Wells auf, in denen mehrere Zellen sortiert
wurden (Abb. 79). Moglicherweise handelte es sich dabei um durch CD13 verursachte Ag-
gregationen der Zellen (Mina-Osorio et al., 2006), die das Sortieren von Einzelzellen erheb-

lich behinderten.
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Fiir die Durchfiihrung weitergehender Untersuchungen an Zellklonen waren jeweils groflere
Zellmengen erforderlich. So konnten die aus den Einzelzellen resultierenden Klone mit einer
spezifischen Wachstumsrate p > 0,23 d”' weiter proliferiert und zum Teil differenziert wer-

den.

Der Klon 64 B4 (64 16) der Primirzellen DZB-202 konnte nach einer Proliferationsphase
von 93 Tagen in einer FACS-Messung den jlingeren Zellen einer fritheren Passage DZB-202
p4 (Mischkultur) gegeniibergestellt werden. Von den 27 untersuchten Oberflichenproteinen
zeigten sich bei CD105 und CD54 auffillige Abweichungen (Tab. 9). Die Expression von
CD105 war im Vergleich zur Mischpopulation der Priméarzellen DZB-202p4 bei dem Klon
64 B4 auf weniger als die Hilfte reduziert und von CD54 bei dem Klon etwa vierfach er-

hoht.

CD105 oder Endoglin war bereits bei der Charakterisierung der beiden Populationen P1 und
P2 aufgefallen. Dieses transmembrane Glycoprotein wird bei der Entstehung und Vaskulari-
sierung von Tumoren stark exprimiert (Burrows et al., 1995) und dient als Marker bei der
Identifizierung von Stammzellen (Chen et al., 2002). Bei dem Klon war die Expression von
Endoglin niedriger als in der Mischpopulation. Entweder lag die niedrige Expression in der
Expression der Einzelzelle aus welcher die Klonzellen entstanden waren begriindet oder iiber
den langen Kulturverlauf des Klones hatte sich eine niedrigere Expression von Endoglin ein-
gestellt. Letztlich befanden sich jedenfalls anteilig mehr Zellen in der Mischpopulation, die
Endogin exprimierten und ein stirkeres Wachstum bzw. eine Vaskularisierung angezeigt

haben.

CD54 ist eine andere Bezeichnung fiir ICAM-1 (engl. Intercellular Cell Adhesion Molecule),
ein integrales Membran-Glycoprotein aus der Immunglobulin Superfamilie (Springer, 1990),
welches ebenfalls vornehmlich auf Endothelzellen exprimiert wird. ICAMs interagieren mit
Integrinen (Yamada, Miyamoto, 1995) und vermitteln und unterstiitzen auf diese Weise u.a.
die Migration von Leucocyten zu inflammatorischen Bereichen (Lehmann et al., 2003). Die
FACS-Untersuchung zeigte eine dreifache hohere Expression von ICAM-1 bei den Zellen
des Klones. Eine mogliche Begriindung dafiir konnte die Eigenheit des Klones sein, die da-
her resultiert, dass bereits die vereinzelte Ursprungszelle des Klones eine erhohte Expression

von ICAM-1 aufgewiesen hat.
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Ob sich die unterschiedliche Expression von Genen im Vergleich zur Mischpopulation auf
die Eigenheit der jeweiligen Klone zuriickfiihren ldsst oder eher eine Verdanderung der Ex-
pression iiber den langen Kulturverlauf war, liee sich am besten bei direkten Vergleichen
von Klonen herausfinden. Aufgrund der unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeit wird
eine ausreichende Zellmasse fiir FACS-Untersuchungen nicht gleichzeitig erreicht. Die Mog-
lichkeit der parallelen Untersuchungen gestaltet sich zudem als schwierig, da sich die Zellen
nicht mehr kryokonservieren lieBen. Langzeitkulturen von DZB-201 und DZB-202 haben
gezeigt, dass kryokonservierte Primérzellen (Mischpopulationen) der Passage 4, also einem
Alter von etwa 2 Monaten, sich noch etwa 3,5 Monate kultivieren lassen. Dieses Alter hatten

die Klone im Rahmen des Experiments definitiv erreicht.

Fiir die Durchfithrung einer osteogenen Differenzierung war weniger Zellmasse erforderlich
als fiir eine FACS-Untersuchung. Bei der Vereinzelung der Primérkultur DZB-201p8 (Abb.
76) waren vier Klone ausreichend proliferiert um diesen Vergleich durchzufiihren. Der Zeit-
raum von der Vereinzelung der Zellen iiber die Differenzierung bis zur abschlieBenden Ali-

zarinrot-Farbung betrug hier 69 Tage.

Alle vier osteogen differenzierten Klone der Primarkultur DZB-201p8 hatten die Potenz zu
kalzifizieren (Abb. 80). Dabei wiesen die vier Klone jeweils unterschiedliche Kalzifizie-
rungsmuster auf (Abb. 81 bis Abb. 84). Die parallel differenzierten Wells mit Zellen dessel-

ben Klones besal3en gleiche Strukturen.

Diese Kalzifizierungsmuster kdnnten auf unterschiedliches Proliferationsverhalten der Klone
zuriickzufiihren sein. Wéhrend bei einigen Kulturen beispielsweise gleichmifig starke Proli-
feration im Well stattfanden (Abb. 81), waren es bei anderen Kulturen bestimmte Regionen,
in denen noch eine stirkere Teilungsaktivitit vorlag (Abb. 83). Es konnte auch die Moglich-
keit bestehen, dass die verschiedenen Klone unterschiedliche extrazelluldre Matrix produziert

haben.

Aus diesem Versuch konnte man darauf schlieen, dass alle stark proliferierenden Zellen die
Potenz zu kalzifizieren hatten und dennoch Unterschiede in Wachstum und Form der Kalzifi-

zierung aufwiesen.

Neben der physiologischen Kalzifizierung des Knochenauf- und -umbaus, werden auch de-

generative Kalzinosen in der Literatur beschrieben. Verletzte und apoptotische Zellen weisen
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anormale Kalzium- und Phosphatverhiltnisse auf. Diese nekrotischen und apoptotischen Zel-
len bilden Zellvesikel und Matrixvesikel, in denen die Konzentrationen von Kalzium und
Phosphat ebenfalls erhoht sind und die offensichtlich die Kalzifizierung initiieren (Kim,
1995). Diese Vesikel fand man auch bei GefaBBverkalkungen. Auch hier wurden sie mit
Apoptose in Verbindung gebracht und daher als Apoptosekdrperchen betitelt (Proudfoot et
al., 2000). Der Aufbau dieser Vesikel ist vergleichbar zu Vesikeln beim Knochenaufbau
(Anderson, 1995).

So wire es auch moglich, dass die Kalzifizierung der Zellen nach osteogenem Stimulus in

vitro eher eine Form der Entsorgung ausgedienter Zellen darstellte.

Bis bei diesen Versuchen durch Zellteilung eine ausreichende Zellmasse fiir weitere Untersu-
chungen zur Verfiigung stand, waren die Zellen sehr gealtert und zudem sehr wahrscheinlich
ausdifferenziert (Sherley, 2002). Der Nachweis einer hohen Differenzierungspotenz der Zel-

len an dieser Stelle ist somit fragwiirdig.

Die Prozesse ,,organisierter Knochenaufbau® und ,,degenerierender Zellverband* lassen sich
nicht immer klar abgrenzen. Noch schwieriger diirfte diese Unterscheidung in vitro sein. Be-
zliglich eines Gesamtorganismus bestehen in den Zellkulturen sehr reduzierte Bedingungen,

zu denen unter anderem auch die fehlende effektive Phagocytose zéhlt.

Ein Losungsansatz fiir die Etablierung der unterschiedlichen Untersuchungsmethoden und als
geeignete Referenz ist die Generierung immortalisierter Zelllinien aus dentalen Zellen. Wenn
zusitzlich auch GFP in die Zellen eingebracht wird, konnte neben der ausfiihrbaren Quali-
tatskontrolle auch die Erkennbarkeit der einzelnen Zellen erheblich verbessert werden und
einige Arbeitsschritte automatisiert werden. Zum Beispiel wire dann durch Mustererkennung

eine automatisierte Zellzdhlung bei der Mikroskopie moglich.
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4.5 Schlussbetrachtung

Aus dentalen Geweben menschlicher Weisheitszahnkeime lieBen sich Primirzellkulturen
herstellen. Diese besalen die Fahigkeit, auf osteogene und neurogene Stimuli mit jeweils
verdnderter Genexpression, Morphologie bzw. Kalzifizierung zu reagieren. Der Vergleich
der verschiedenen Primirzellkulturen in Hinblick auf die jeweilige Differenzierungspotenz
zeigte eine hohe Variabilitit. Untersuchungen mit einem groferen Stichprobenumfang wéren
daher hilfreich, um die Ergebnisse dieser Arbeit und Hinweise auf Korrelationen zwischen
Genexpression und Kalzifizierung weiter zu verifizierenn. Die Untersuchung weiterer Mar-
kergene fiir neuronale oder osteogene Differenzierung in Kombination mit zusétzlichen Un-
tersuchungsmethoden wie der Lokalisierung der Proteine durch Cytoimmunofluoreszenz o.A.

wiren sinnvolle ergénzende Ansétze zur Charakterisierung der dentalen Primérkulturen.

In der erstellten Datenbank wurden bislang die Spenderdaten der dentalen Gewebe archiviert
und ermdglichen in dieser Form strukturierte Abfragen der Daten. Durch die Erweiterung der
Datenbank mit den Eintrdgen der Versuchsergebnisse wiirde ferner die Mdglichkeit entste-
hen, grofe Datenmengen auf verschiedene Parameter bzw. nach weiteren Korrelationen zu

untersuchen.

Auch an einigen Klonen liel sich ein osteogenes Differenzierungspotential nachweisen. Die
fiir Untersuchungen der Differenzierungspotenz erforderlichen Zellmassen waren bei klona-
ler Expansion iiber lange Proliferationsphasen mdglich. Diese Langzeitkulturen bringen ein
kontinuierliches Altern und Ausdifferenzieren der Zellen mit sich. Weitere Informationen zu
Differenzierungsleistungen von Einzelzellen der dentalen Mischpopulationen wéren durch
die Generierung immortalisierter Zelllinien erreichbar. Diese konnten als stabile Bezugsgro-
Ben eingesetzt werden und begiinstigen zudem die Etablierung neuer Untersuchungsmetho-

den.

Die extrahierten Weisheitszahnkeime erwiesen sich als geeignetes Gewebematerial zur Dar-
stellung der Differenzierungspotenz in vitro. Zudem erlaubten die dentalen Priméarkulturen
grundlegende Untersuchungen zu dem Proliferations- und Differenzierungsvermogen abge-
leiteter klonaler Kulturen. In weiterfiihrenden Versuchen wire die Differenzierungspotenz
einzelner Zellen und klonaler Kulturen beziiglich weiterer Differenzierungsrichtungen zu

untersuchen.
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