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1 Einführung

1.1 Herz-Kreislauf-Erkrankungen: Prävalenz und Pathologie

Keine andere Erkrankung fordert pro Jahr mehr Menschenleben, als die des Herz-Kreislauf
Systems. Mit dem Kürzel CVD („Cardiovascular Disease“) werden unter anderem Herzinfarkt,
Schlaganfall, Myokarditis, Koronare Herzerkrankung, die arterielle Verschlusskrankheit oder
Bluthochdruck zusammengefasst, die laut WHO jährlich zu mehr als ca. 30% aller Sterbefälle
führen und damit zum Tode von über 17 Millionen Menschen1.
Neben dem demographischen Wandel und individuellen Faktoren wie Ernährungs- und Be-
wegungsverhalten (Bao et al. [22], Stein et al. [454]) wirken sich dabei besonders metabolische
Pathologien wie Nierenversagen oder Diabetes negativ auf Prävalenz und Intensität der Herz-
Kreislauf-Erkrankungen aus (Shah et al. [429], Nguyen et al. [329]). Deren Zunahme führt dazu,
dass trotz therapeutischer Fortschritte in der Primär- und Sekundärprophylaxe der letzten
Jahre und Jahrzehnte, mittlerweile jährlich über 40 Millionen Euro in die Behandlung von CVD
investiert werden müssen2. Damit handelt es sich um das chronische Leiden mit der grössten
Belastung für die Gesundheitsökonomie, wobei das individelle Leiden unschätzbar bleibt.

Abbildung 1.1.1: Architektur der Blutgefäße

A: schematische Darstellung des gesamten Blutkreislaufsystems. B: Aufbau von Arterie und C:
Aufbau einer Vene. In D wird der Übergang von Arterien zu Venen mittels des Kapillarsystems
dargestellt. Modifiziert nach Vorlagen3,4
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1 Einführung

1.1.1 Kalzifizierung der Blutgefäßwand als größte Gefahr für die Gesundheit des
Herz-Kreislauf Systems

Herz-Kreislauf-Erkrankungen werden in diverse Untergruppen geteilt, je nachdem ob es sich
um Probleme des peripheren Gefäßsystems, des Herzens oder des cerebrovaskulären Systems
handelt. Abbildung 1.1.1 gibt wesentliche Bestandteile des Herzkreislaufsystems wieder und
skizziert den Aufbau der Blutgefäße. Der Fokus dieser Arbeit wird im Besonderen auf den
Gefäßwänden von Arterien und weniger von Venen liegen.
Die größte Gefahr der CVD liegt in der Unterversorgung von Gewebe mit Sauerstoff und
Nährstoffen sowie in einer Überlastung des Herzens durch die Verengung der Gefäße und
den dadurch resultierenden Folgen. Überwiegend wird eine Gefäßverengung und Versteifung
durch eine Verkalkung der Blutgefäßwand verursacht, die entweder als Intima-Verkalkung
thrombusartig einen Verschluss des Gefäßlumens bewirken kann oder als Mediaverkalkung in
einem schleichenden Prozess in der mittleren, glattmuskulären Gefäßwandschicht aufgebaut
wird (Abbildung 1.1.2).

Abbildung 1.1.2: Formen der Gefäßverkalkung

B, C und D zeigen schematische Querschnitts-Darstellung, C: gesundes Gefäßes, B und D die beiden
wichtigsten Formen der Gefäßverkalkung, B: Intima und D: Mediaverkalkung. 1 = Adventitia; 2 =
Media; 3 = Intima; 4 = Endothel; 5 = Mediasklerose; 6 = Plaque. A und E zeigen zwei repräsentative
Gefäßschnitte der entsprechenden Verkalkungsformen5, 6

Ob eine vaskuläre Kalzifizierung zu arterieller Versteifung, linksventrikulärer Hypertrophie
(LVH) oder kardiovaskulären Ereignissen und dadurch Mortalität führt, ist von der Form und
Intensität der Media- oder Intima-Verkalkung abhängig (London et al. [272], Nitta et al. [330],
Raggi et al. [378], London et al. [272]).
Ein prinzipielles Problem von kalzifizierten Gefäßen besteht darin, dass steife Gefäße langsamer
im Dehnverhalten und Weiten sind. Während im gesunden Gefäßsystem die pulsatilen Aus-
würfe des Herzen in einen gleichmässigen, ruhigen Blutfluss umgewandelt werden können, ist
bei Arterien, die durch Kalziumablagerungen versteift sind, eine größere Kraft notwendig um
die Gefäße zu weiten. Diese Kraft muss durch die Leistung des Herzens bereit gestellt werden.
Mit der Zeit verursacht dies eine linksventrikuläre Hypertrophie, eine Vergrößerung der linken
Herzkammer. Da durch die Größenzunahme auch mehr Sauerstoff und Nährstoffe gebraucht
werden, muss das kardiale Gewebe stärker durchblutet werden. Die Kalzifizierung und damit
verlangsamte Dehnung der Gefäße behindert diese Anpassung.
In den letzten Jahren hat sich das Verständnis über die Mechanismen der vaskulären Kalzifi-
zierung vertieft, es bestätigt sich immer mehr, dass es sich dabei keineswegs um eine passive
Ablagerung von Kalziumkristallen im Gefäß handelt, sondern vielmehr ein aktiver Differen-
zierungsprozess statt findet. Zellen mesodermalen Ursprungs haben per se das Potential, in
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1.1 Herz-Kreislauf-Erkrankungen: Prävalenz und Pathologie

gesunde glattmuskuläre Zellen, Fibroblasten, Fettzellen oder Knochenzellen zu differenzieren
(Abbildung 1.1.3). Dieser Prozess wird abhängig von Stimuli aus der Umgebung und den
aktivierten Zellprogrammen eingeleitet und fortgeführt.
Wie in Tiermodellen gezeigt werden konnte, spielt für die Gefäßverkalkung sowohl der Rück-
gang an Kalzifierzungsinhibitoren wie Matrix Gla Protein (Luo et al. [278], Osteoprotegerin
(Bucay et al. [47]) und anderen (Wallin et al. [507]) als auch die Expression von Knochen-typischen
Proteinen in der Gefäßwand eine Rolle (Raggi et al. [378]), die dort etwa von glatten Gefäß-
muskelzellen gebildet werden können (Bostrom et al. [36], Shioi et al. [443]). Damit ähnelt die
Progression der Gefäßverkalkung sehr stark den Abläufen der Osteogenese (Bellows et al. [30]),
dem Aufbau von Knochen durch spezialisierte Zellen.

1.1.2 Der Osteoblast - eine auf Kalzifizierung spezialisierte Zelle

Die Kalzifizierung von Gewebe im menschlichen Organismus erfolgt nicht wahllos. Vielmehr
wird die Einlagerung von Kalziumionen durch Bildung von Apatit mittels spezialisierter Zellen,
den Osteoblasten, vollzogen. Osteoblasten sind polyedrische mesenchymale Zellen, die für die
Synthese der Knochenmatrix verantwortlich sind (Caplan et al. [53], Wlodarski et al. [111]).
Knochen besteht zu 20% aus Wasser, zu circa 20% aus organischem und zu 60% aus minerali-
schem Material. Osteoblasten produzieren Typ I Kollagen, das mehr als 90% des Knochenma-
trixproteins ausmacht, sowie andere Typen Kollagen, Proteoglykane, Fibronectin, Osteopontin,
Knochen-Sialoprotein und Osteocalcin, die zusammen das sogenannten Osteoid bilden, an dem
die Osteoblasten residieren. Sie sorgen durch membrangebundene Matrixvesikel mit Phospha-
tasen für die Freisetzung von Phosphat, das mit dem Kalzium der extrazellulären Flüssigkeit
die Bildung von Apatit bewirkt.
Osteoblasten können als spezialisierte fibroblastenähnliche Zellen verstanden werden, die zu-
sätzlich zu fibroblastischen Produkten noch knochenspezifische Proteine produzieren.
Der Differenzierungsprozess von Osteoblasten wird als dreistufiges Modell verstanden: der
Prozess beginnt mit einer Proliferationsphase. Daran schließt sich eine Matrix-Bildungsphase an,
und abschließend folgt die Mineralisierungsphase (Stein et al. [264]). Der osteoblastäre Phänotyp
der Matrixphase wird durch die Produktion von Typ I Kollagen, Osteopontin, Osteocalcin und
erhöhter Bildung von alkalischer Phosphatase (ALP) charakterisiert (Lian et al. [265], Shi et al.
[436]). Das Zusammenspiel unterschiedlicher Knochenzelltypen führt bestenfalls zu einem
harmonischen Kreislauf aus Knochenaufbau durch Osteoblasten an Stellen an denen mehr Sta-
bilität benötigt wird und Knochenresporbtion durch Osteoklasten an Stellen, an denen Knochen
ungenutzt bleibt. Dieser fortwährende Prozess wird als „Knochengewebe-Remodellierung“
bezeichnet, was vom englischen Ausdruck „bone remodeling“ abgeleitet wird.
Damit die beiden Prozesse im Gleichgewicht zueinander stattfinden können, müssen Zellen,
die Knochenmaterial bilden, also Osteoblasten und ihre Gegenspieler, die Osteoklasten, in
direktem Austausch miteinander stehen und sich gegenseitig regulieren. Neben Vitaminen
und Hormonen können auch Wachstumsfaktoren wie TGF-β veranlassen, dass Osteoblasten
Zytokine ausschütten, die Osteoklasten hemmen. Andererseits kann die direkte IL-6 und M-CSF-
Sekretion durch Osteoblasten eine Aktivitätssteigerung der Osteoklasten bewirken (Erlebacher et
al. [109], Steeve et al. [245], Loewig et al. [276]). Wachstumsfaktoren spielen bei Induktion und
Differenzierung demnach eine wichtige Rolle.

3



1 Einführung

1.1.3 Knochengewebe-Remodellierung im Gefäßbett

Ein ähnlicher aktiver Umbau- und Ablagerungsprozess wie im Knochen findet bei Aterio-
sklerose auch in der Gefäßwand durch dazu befähigte Zellen statt, so dass man plakativ von
„ektoper Ossifikation“ sprechen kann.
Zellen, die zu osteoblastischer Differenzierung fähig sind, wurden bereits von zahlreichen
unterschiedlichen Geweben isoliert. Identifiziert wurden darunter Perizyten in Mikrogefäßen,
Perizyten-artige, kalzifzierende vaskuläre Zellen in der Intima der Aorta, glatte Muskelzellen
in der Gefäßmedia, oder Myofibroblasten der Adventitia (Boström et al. [36], Canfield et al. [52],
Proudfoot et al. [372]). Es gibt Hinweise darauf, dass diese Zelltypen sehr eng miteinander
verwandt sind und phänotypische Varianten voneinander darstellen (Campbell et al. [51]). Unab-
hängig davon, ob die kalzifizierenden Zellen aus der Gefäßwand selbst stammen, der Adventitia,
oder aus dem Knochenmark dorthin wandern, ob es sich um eine primäre Differenzierung, eine
Redifferenzierung von Osteoblasten, Dedifferenzierung von glatten Muskelzellen oder Perizyten
handelt: den Zellen ist gemeinsam, dass sie das Potential zu osteoblastärer Differenzierung
haben (Minasi et al. [307], Farrington-Rock et al. [114], Tintut et al. [480], Cheng et al. [63]).
Osteoblastär differenzierende Zellen stammen in der Regel von mesenchymalen Vorläuferzellen
ab, etwa den sogenannten multipotenten mesenchymalen Stromazellen (MSC) (siehe Abbildung
1.1.3).

Abbildung 1.1.3: Differenzierungspotential

Das vereinfachte Schema zeigt, wie sich aus der embryonalen Stammzellen die Keimblätter und daraus
verschiedene Zelltypen entwickeln können. Da Transdifferenzierungen durchaus möglich sind, sollte
nicht davon ausgegangen werden, dass die hier skizzierten Abläufe zwangsläufig und unumkehrbar
genau so statt finden. Lediglich typische Entwicklungsverläufe können hier abgelesen werden.
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Mesenchymale multipotente Stromazellen wurden zuerst im Knochenmark identifiziert, da sie
dort in der höchsten Dichte im menschlichen Körper vorkommen. Es lassen sich circa 15-30
Millionen mononukleärer Zellen mit einem Milliliter im Knochenmark-Aspirat entnehmen, das
entspricht ungefähr 1000 MSC pro ml7 (Akiyama et al. [7], Stolzing et al. [460]).
Im Knochenmark residierende und von dort stammende, im Blut zirkulierende MSCs weisen
ein hohes regeneratives Potential auf und sind beispielsweise in der Lage, anhand von Zytokin-
Gradienten zu beschädigten Stellen der Gefäßwand zu migrieren (Wang et al. [508]).
Ihre Fähigkeit, dort an Regenerations- und Differenzierungsprozessen teilzunehmen, wird durch
die vorherrschenden Bedingungen des Mikromilieus beeinflusst und kann daher durch die
charakteristischen Bedingungen in Patienten mit metabolischen oder chronischen Erkrankungen
einen anderen Verlauf nehmen als in Menschen, die nicht davon betroffen sind.
Prinzipiell hängt die Möglichkeit der MSCs, zur Kalzifizierung beizutragen, von der Verfügbar-
keit der Mineralstoffe ab.

1.1.4 Regulation des Kalziumphosphathaushaltes

In einem gesunden menschlichen Körper sind rund 99% des Kalziums in kristalliner Form im
Knochen als Kalziumhydroxylapatit eingelagert8. Nur etwa ein Prozent des Kalziums steht als
einfache Kalziumphosphatlösung für eine schnelle Zugriffsmöglichkeit bei physiologischen
Prozessen zur Verfügung. Von diesen circa 900 mg in der extrazellulären Flüssigkeit befinden
sich etwa 360 mg im Blutplasma. Ungefähr 20 g Kalzium werden jeden Tag zwischen Knochen
und extrazellulärer Flüssigkeit ausgetauscht. Kurzfristige Kalziumüberschüsse kann die Kno-
chenmatrix durch Ablagerung ausgleichen.
Kalziumionen sind wichtig für Nerven- und Muskelfunktionen, für die Fähigkeit zu Atmen, die
Kontraktion des Herzens, Blutgerinnung, Hormonproduktion und viele weitere Funktionen,
die sie jedoch nur erfüllen können, wenn sie in der richtigen Konzentration im Mikromilieu
der Zellen vorhanden sind. Hierbei ist ionisiertes Kalzium ausschlaggebend, sogenannte freie
Kalziumionen, die im Blut etwa 50% des Kalziums ausmachen. Weitere 35% des Kalziums
sind an Proteine wie Albumin gebunden und zu etwa 15% liegt Kalzium komplexgebunden
als Bicarbonat, Laktat, Zitrat oder Phosphat vor. Für die Regulation des Kalziumhaushalts
sind zwei hormonelle Achsen verantwortlich, bei der die Nieren von zentraler Bedeutung sind
(Quarles et al. [376]). Eine dieser Achsen wird durch Parathormon (PTH) und aktives Vitamin
D (Calcitriol, 1,25-Hydroxyliertes Colecalciferol, Vitamin D3 (1,25(OH)2D)), die andere durch
Fibroblast Growth Factor 23 (FGF-23) und Klotho dominiert.
Die wichtigste Funktion der PTH-Vitamin D-Achse ist eine Steigerung des frei verfügbaren
Kalziums. Dies wird vor allem mittels Sekretion von PTH durch die Nebenschilddrüsen ge-
leistet. Dieses Peptidhormon reduziert in den Nieren die Kalziumexkretion. Die Aktivität der
1α-Hydroxylase wird gefördert, welche aktives Vitamin D bildet, das im Gastrointestinaltrakt die
Aufnahme von Kalzium fördert. Darüber hinaus wird durch PTH der Ausstrom von Kalzium-
und Phosphationen aus dem Knochen erhöht. Durch die Zunahme der Kalziumkonzentration
wird die PTH-Produktion gehemmt und der Kreislauf geschlossen (siehe Abbildung 1.1.4) .
Der zweite für den Kalziumhaushalt wichtige Ablauf ist das Zusammenspiel von FGF-23, das
hauptsächlich im Knochen gebildet wird, mit Klotho.
Klotho hat drei wesentliche Aufgaben in der Niere: zunächst hemmt es die Rückresorption von
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1 Einführung

Phosphat, was durch direkte Bindung an den FGF-Rezeptor in den proximalen Tubuluszellen
bewirkt wird (Shimada et al. [439]). Darüber hinaus wird Kalzium resorbiert, was Klotho durch
Stabilisierung des TRPV5-Kalziumkanals in der Zellmembran initiiert (Imura et al. [322]).
Der dritte Effekt ist die Hemmung der 1α-Hydroxylase und damit die Aktivierung von 25(OH)-
Vitamin D zu Calcitriol (Shimada et al. [439], Larsson et al. [252], Shimada et al. [440], Bai et al.
[19]). Die Interaktion zwischen FGF-23 und Klotho beruht darauf, dass Klotho als Co-Rezeptor
am FGF-Rezeptor 1 (FGFR 1 Subtyp IIIc) die spezifische Bindung des Rezeptors mit FGF-23
überhaupt möglich (Urakawa et al. [488], Kurosu et al. [244], Goetz et al. [135]).
Beide Achsen bewirken im Serum die Anhebung der Kalziumspiegels und einen Abfall der
Phosphatkonzentration. Dieser Mechanismus ist bei fortschreitender Niereninsuffizienz gestört,
da sequentiell erst FGF-23, dann Klotho und bei weiterem Fortschreiten des Verlustes der Nie-
renfunktion die PTH-Sekretion aktiviert werden.

Abbildung 1.1.4: Die Regulation des Kalziumphosphathaushalts

Das Schema fasst wesentliche Teile der Kalzium-Regulation im menschlichen Körper zusammen.
Rote Pfeile symbolisieren positive, grüne negative Regulation. Nicht dargestellt ist Klotho. Dessen
Effekt auf Kalzium- und Phosphat-Transport in der Niere ist synergistisch zu den Auswirkungen von
Parathormon, der Effekt auf die Calcitriol-Synthese dagegen antagonistisch.

Neben Vitaminen und Hormonen können auch Wachstumsfaktoren wie TGF-β Osteoblasten
dazu veranlassen, Zytokine auszuschütten, welche die knochenmaterialabbauenden Osteokla-
sten hemmen. Andererseits kann die direkte IL-6 und M-CSF-Sekretion durch Osteoblasten eine
Aktivitätssteigerung der Osteoklasten bewirken (Erlebacher et al. [109], Steeve et al. [245], Loewig
et al. [276]).
Das Zusammenspiel der unterschiedlichen Knochenzelltypen und der hormonellen Regula-
tionsachsen führt bestenfalls zu einem harmonischen Kreislauf aus Knochenaufbau durch
Osteoblasten an Stellen an denen mehr Stabilität benötigt wird und Knochenresporbtion durch
Osteoklasten an Stellen, an denen Knochen ungenutzt bleibt. Im gesunden menschlichen Körper
finden diese Prozesse nicht in der Wand von Blutgefäßen statt, Arteriosklerose kann jedoch
durch Krankheiten sowie ernährungs- oder medikamentenbedingt in der Gefäßwand ausgelöst
werden.
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1.2 Erkrankungen mit Relevanz für Gefäßverkalkung

1.2 Erkrankungen mit Relevanz für Gefäßverkalkung

Zu den wichtigsten Risikofaktoren für Arteriosklerose gehören hoher Blutdruck, hohe Chole-
sterinwerte, Diabetes, Übergewicht, Rauchen, Bewegungsmangel sowie eine eingeschränkte
Nierenfunktion (Iribarren et al. [183], (Bots et al. [37], [38], Wilson et al. [520], Howard et al. [170]).

1.2.1 Nierenversagen als Risikofaktor für Arteriosklerose

Die Relevanz eines fortschreitenden Funktionsverlustes der Niere als Risikofaktor für Gefäß-
pathologien erklärt sich bereits durch die wesentliche Rolle des Organs bei der Regulation des
Kalzium-Phosphathaushaltes (1.1.4).
Darüberhinaus sind die Nieren wesentlich an der Regulation des Blutdrucks beteiligt. Als
ein essentieller Bestandteil des Exkretionssystems regulieren sie Elektrolyt- und Säure-Basen-
Haushalt und entfernen Stoffwechselendprodukte wie Harnstoff oder Ammonium. Außerdem
produzieren sie wichtige Hormone wie Calcitriol, Renin und Erythropoietin.

Abbildung 1.2.1: Kalkablagerung in Gefäßen und Weichteilen bei Dialysepa-
tienten

Alle drei Abbildungen zeigen massive Verkalkungen in Dialysepatienten. A: Röntgenaufnahme eines
52 Jahre alten Mannes nach elf Jahren Hämodialyse. Bei geringer Knochendichte sind signifikante
ektopische Kalzinosen zu sehen. B und C: Abbildungen 36-jährigen Patientin, die nach einer Glome-
ruloephritis ab ihrem 14-ten Lebensjahr hämodialysiert wurde. Tumoröse Kalzinosen der Weichteile
und Phosphat-Ablagerungen bilden zahlreiche, ausgeprägte Anreicherungen.9,10

7



1 Einführung

Die systemische Rolle der Nieren für den menschlichen Körper lässt sich auch am kardiovaskulä-
ren Mortalitätsrisiko bei Patienten mit Nierenversagen (häufig abgekürzt mit CKD für „chronic
kidney disease“) oder in Patienten mit terminalem Nierenversagen (ESRD für „end-stage renal
disease“) ablesen, das deutlich über dem der durchschnittlichen Bevölkerung liegt.
Die gravierenden langfristigen physiologischen Veränderungen manifestieren sich sehr häufig in
einer ausgeprägten „flächigen“ Gefäßverkalkung. Dabei werden große Teile des Gefäßsystems
durch den aktiven Einbau von Apatit in die Gefäßmedia umgebaut. Hierbei handelt es sich
um einen komplexeren Prozess als eine passive Ablagerung von Kalziumphosphatkristallen
aufgrund einer Akkumulation der Ionen durch fehlende Exkretion. Vielmehr findet in der
Gefäßwand eine Dedifferenzierung von glatten Muskelzellen zu Osteoblasten und eine Um-
wandlung des Gewebes in knochenartige Strukturen statt (siehe Abschnitt 1.1.3) (Moe et al. [312],
[311], Demer et al. [86]).
Trotz besser werdenden Verständnisses mangelt es an Behandlungskonzepten, so dass fort-
schreitende Gefäßverkalkung bislang weder im Patienten mit guter Nierenleistung noch bei
Nierenversagen gestoppt oder rückgängig gemacht werden kann. Gerade Patienten, die über
mehrere Jahre dialysepflichtig sind, weisen zum Teil gravierende und flächendeckende Ablage-
rungen auf, die in Röntgenbildern auch ohne die Gabe von Kontrastmitteln als Ablagerungen
dargestellt werden können (Abbildung 1.2.1). Klinisch betrachtet ist die Ausprägung der Kalzi-
fizierung direkt mit der Morbidität und Mortalität der Patienten assoziiert.
Die Prävalenz chronischer Nierenerkrankungen wird in Deutschland auf 10-12% der Bevölke-
rung geschätzt, mit jährlich steigender Tendenz insbesondere in der Altersgruppe über 65 Jahre.
Diese Entwicklung wird durch den demographischen Wandel während der nächsten Jahre noch
akzentuiert werden (Abbildung 1.2.2) (Eggers et al. [107]).
Während sich die Zahl der nierentransplantierten Patienten (ca. 2500 in Deutschland pro Jahr
[Jahresbericht QuaSi-Niere11]) nur unwesentlich verändert, steigt die Zahl der Dialysepatienten
kontinuierlich an (derzeit über 65 000). Eine Ursache hierfür besteht darin, dass vermehrt
Patienten als „nicht-transplantierbar“ eingestuft werden12.

Abbildung 1.2.2: Prävalenz chronischer Nierenerkrankungen

Erstellt nach Daten des USRDS (Atlas of CKD, 2012, Seite 70) zeigt diese Grafik den im Verlauf
der letzen Jahre beinahe 10-fachen Zuwachs an Patienten in den USA, die auf Nierenersatzverfahren
angewiesen13.
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1.2 Erkrankungen mit Relevanz für Gefäßverkalkung

Auch wenn die Dialyse die häufigste Form der Nierenersatztherapie darstellt und meist lang-
fristig angewendet werden muss, kann dieses Verfahren nicht als adäquater Ersatz für eine
gesunde Niere betrachtet werden. Dialysepatienten leiden häufig unter einer Vielzahl von
Begleiterkrankungen, stark eingeschränkter Lebensqualität und haben ein 8-9fach höheres Ster-
berisiko als die durchschnittliche Bevölkerung (Jager et al. [84]).

Abbildung 1.2.3: Todesursachen von Dialysepatienten

Angelehnt an Daten des USRDS (Atlas of ESRD, 201214). Die Grafik gibt einen Überblick über die
im Jahr 2012 verzeichneten Todesursachen von Patienten mit Nierenversagen. Wie ersichtlich wird,
starben rund 40% an Gründen, die mit kardiovaskulären Erkrankungen einhergehen.

Dabei stellen kardiovaskuläre Ereignisse und Erkrankungen das größte Mortalitätsrisiko für Pa-
tienten mit chronischem Nierenversagen dar; sie sind für rund 40% der Todesfälle verantworlich
(2012 ARD, Atlas of ESRD, Chapter 515) (Abbildung 1.2.3). Der Rückgang der Nierenfunktion
wirkt sich derart drastisch auf die Gesundheit des kardiovaskulären Systems aus, dass bereits ein
25-jähriger Patient an der Dialyse das Mortalitätsrisiko eines 85-jährigen nicht-dialysepflichtigen
Patienten hat (Abbildung 1.2.4).

Abbildung 1.2.4: Kardiovaskuläre Sterblichkeitsrate von Patienten an Dialyse

Mortalität von Dialysepatienten in Abhängigkeit ihres Alters im Vergleich zur gesunden Durch-
schnittsbevölkerung. Grafik erstellt anhand der Vorlage16 von Sarnak et al. [415]. Wie ersichtlich
entspricht das Sterberisiko eines 25-jährigen Dialysepatienten bereits dem eines 85-jährigen nicht-
dialysepflichtigen Patienten.
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1 Einführung

Ein einflussreiches Problem bei chronischem Nierenversagen sind toxische Substanzen, die sich
trotz Dialyse im Patienten anreichern und biologisch aktiv sind, sogenannte Urämietoxine. Diese
stehen in direktem Zusammenhang mit kardiovaskulären Erkrankungen und Mortalität (zusam-
mengefasst von Neirynck et al. [327]) und können Komplikationen wie Anämie, Herzversagen,
Blutgerinnung-Störungen, Volumenüberlastung, Hyperparathyroidismus, Bluthochdruck, Dys-
funktion des Immunsystems, Entzündung, Insulin-Resistenz, Fehlernährung, Osteodystrophie,
Pericarditis und Gefäßerkrankung führen. Zusätzlich tragen sie zu Koordinations-Problemen,
Erschöpfung, Polyneuritis, Pruritus, Hautatrophie, Tremor und Anorexie bei, was die Lebens-
qualität der Patienten weiter beeinträchtigt.
Die Behandlung der Urämie bedeutet für Patienten ein weiteres Risiko für Herzkreislaufer-
krankungen, das sie neben Neben den traditionellen Risiken für Herzkreislauferkrankungen
(Bluthochdruck, Diabetes, Übergewicht) sind Patienten mit eingeschränkter Nierenfunktion
daher einer zusätzlichen Belastung ausgesetzt (Park et al. [349]) (Abbildung 1.2.5).

Abbildung 1.2.5: Risikofaktoren für CVD in Patienten mit CKD / ESRD

Neben den traditionellen Risikofaktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen (CVD, engl. für Car-
diovescular Disease) entstehen bei chronischem Nierenversagen (CKD, engl. für Chronic Kidney
Disase) weitere Risiken, die teilweise auch durch die Dialysebehandlung bedingt sind. MBD steht für
Mineral-Bone-Disease, AGE = glykosylierte Endprodukte.

Zu den Urämietoxinen werden alle Stoffe gezählt, die in veränderter Konzentration bei ein-
geschränkter Nierenfunktion vorliegen, dazu zählen auch Zytokine beziehungsweise Wachs-
tumsfaktoren. Diese sind eine Gruppe körpereigener Substanzen, die alle Arten von zellulären
Prozessen beeinflussen oder regulieren können. Hierzu gehören Zellwachstum, Proliferation,
Differenzierung, Zelladhäsion, Migration, Apoptose, Seneszenz, aber auch so komplexe Pro-
zesse wie Angiogenese, Inflammation, Fibrose, Wundheilung oder Tumorbildung. Es handelt
sich dabei meist um Proteine oder Steroidhormone, die je nach Definition in diverse Grup-
pen unterteilt werden (Wachstumsfaktoren, Chemokine, Interleukine, Hormone, Interferone,
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1.2 Erkrankungen mit Relevanz für Gefäßverkalkung

Kolonie-stimulierende Faktoren etc.) und in der Regel ein Signal zwischen zwei Zellen vermit-
teln.
Zytokine liegen typischerweise in sehr geringen Mengen vor, können im Blut häufig in pg
oder ng/L-Konzentrationen gefunden werden17 und haben daher schon bei kleinsten Schwan-
kungen ein breites Spektrum an Auswirkungen. Zwar konnte für viele Zytokine (etwa die
Interleukine, IFN-γ, MCSF, TNF-α, TGF-β) und ihre Rezeptoren urämiebedingt eine veränderte
Konzentration gemessen wurden, jedoch sind deren Auswirkungen und der Zusammenhang zu
Gefäßpathologien noch immer schlecht verstanden. Dies liegt zum einen an der langen Liste von
Urämietoxinen, an ihren verschiedenartigen Auswirkungen, aber auch daran, dass es bislang
nur ein unzureichendes Verständnis über die Integration der durch sie vermittelten Effekte
und ihre zelluläre Umsetzung gibt. Des Weiteren fehlt es an Konzepten, auf welche Weise die
Regulation unterschiedlicher Stimuli erfolgt und welche intrazellulären Signalkaskaden einen
Einfluss auf die Entscheidung haben, welche Art von Reaktion der Zelle erfolgt.
Erst eine umfassende Analyse der Mechanismen, die für die Regulation des Zellschicksals
verantwortlich sind, kann hier Möglichkeiten zu therapeutischer Intervention aufzeigen.

1.2.2 Diabetes als Risikofaktor für Arteriosklerose

Eine zweite wesentliche Erkrankung, die das kardiovaskuläre Risiko erhöht, ist der Diabetes
mellitus. Dieser ist durch erhöhte Blutglukosewerte durch mangelnder Bildung von Insulin
im Pankreas (Typ 1) oder durch die ausbleibende Antwort der Zellen auf das Hormon (Typ 2)
gekennzeichnet.
Weltweit betrifft Diabetes mellitus circa 100 Millionen Menschen (Amos et al. [12]), in Deutsch-
land haben aktuell etwa 6 Millionen Menschen diese Erkrankung, wobei 90-95% unter Typ 2
Diabetes leiden18.
Kardiovaskuläre Komplikationen sind die häufigste Todesursache bei Diabetikern (circa 50% der
Patienten sterben daran19), deren Zahl weiter steigt und die vermehrt schwere Komorbiditäten
aufweisen. Diese Entwicklung kann auf die zunehmende Inzidenz von Diabetes mit höherem
Alter beim gleichzeitig festzustellenden demographischen Wandel der Bevölkerung erklärt
werden (Mokdad et al. [317], [316]). Zusätzlich verlängert die Insulinbehandlung von Personen
mit Typ 1 Diabetes deren Lebenserwartung signifikant, was bei jedem weiteren Lebensjahr eine
erhöhte Gefahr für das Herzkreislaufsystem bedeutet (Miller et al. [305]). Ein weiterer wichtiger
Grund für die zunehmende Belastung des Gesundheitssystems ist das frühere Auftreten von
Typ 2 Diabetes in übergewichtigen Patienten - deren Zahl ebenfalls ständig zunimmt (Kalyani et
al. [209]).
Vereinfacht ausgedrückt, liegt bei Diabetes eine chronische Erhöhung des Blutzuckerspiegels
vor, die zu nicht-enzymatischen Glykosylierungen beiträgt. Die dadurch entstehenden gly-
kosylierten Stoffwechselendprodukte (AGE, vom englischen Ausdruck „advanced glycation
endproducts“) führen zu oxidativen Zellstress. Durch freie Radikale wird insbesondere Stick-
stoffmonoxid (NO) abgebaut, dessen Verfügbarkeit ein wichtiger Faktor bei der vaskulären
Gesundheit darstellt und durch endotheliale Stickstoffmonoxidsynthase (eNOS) bereitgestellt
wird. NO schützt die Blutgefäße nicht nur vor endogenem Schaden indem es die Interaktion
von Plättchen und Leukozyten mit der Gefäßwand mindert und das Wachstum der glatten
Gefäßmuskelzellen inhibiert, seine Anwesenheit vermindert auch die Aktivität von NFκB (Ra-
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domski et al. [377], Kubes et al. [235]). Der Verlust von NO begünstigt, ebenso wie die direkte
Aktivierung von Enzymen wie der Proteinkinase C, inflammatorische Reaktionen mittels Ak-
tivierung von Proteinen wie NFκB. Dieser Faktor löst die Expression von Chemokinen und
Zytokinen aus, die die Wanderung von glatten Muskelzellen in die Gefäßintima und die Bil-
dung von Schaumzellen durch Makrophagen bewirken. Gleichzeitig erhöht sich durch diese
Botenstoffe die Gefahr von Entzündungen und Wundheilungsstörungen20,21 (Roglic et al. [398]).
Zusätzlich sorgt die kompensatorische Ausschüttung von Insulin aus den β-Zellen des Pan-
kreas mit seiner wachstumsfaktorartigen Wirkung zu einer Verstärkung der Proliferation von
glatten Gefäßmuskelzellen. Durch diese Beeinflussung der Gefäßwand vermindert sich der
arterielle Durchmesser im mikrovaskulären Gefäßsystem, wodurch es zu einer Verschlechte-
rung der Durchblutung kommt. Entzündungsreaktionen und oxidativer Stress aktivieren die
Endothelzellen des Gefäßsystems, was wiederum die Blutgerinnung beeinflusst, da Plättchen
aktiviert, der Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) und Tissue factor freigesetzt werden.
Als Teil der inflammatorischen Reaktion und des oxidativen Stresses verstärkt sich die Akti-
vität der Matrixmetallproteinasen (MMPs), die zu einer Remodellierung der extrazellulären
Matrix beitragen und atherosklerotische Plaques instabilisieren. Dies wirkt sich direkt auf das
Risiko für kardiovaskuläre Ereignisse aus (Shah et al. [430], [431]). Von den Veränderungen im
mikrovaskulären Gefäßsystem ausgehend greifen diese Prozesse auch auf das makrovaskuläre
System über, wodurch es zu Perfusionsstörungen und einer Beeinflussung der Organfunktionen
kommt. Dies löst nicht nur Herz- und Gefäßsystemschäden aus, sondern verschlechtert auch
die Prognose anderer Erkrankungen (Haffner et al. [148], Beckmann et al. [29], Creager et al. [75]).
Die Veränderungen, die durch Hyperglykämie im vaskulären System ausgelöst werden, sind in
Abbildung 1.2.6 zusammengefasst.

Abbildung 1.2.6: Beeinflussung der Gefäßbiologie durch Hyperglykämie

Durch Hyperglykämie ausgelöste Mechanismen, die sich negativ auf die Gefäßgesundheit auswirken.
PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor, TLR: Toll-Like Receptor, VCAM: Vascular Cell Adhesion
Molecule, NO: Stickstoffmonoxyd, MMP: Matrixmetalloproteinase, ABCA1: ATP-binding cassette
transporter, ABCG1: ATP-binding cassette sub-family G member 1, SR-A: Scavenger receptor A,
LOX-1: lectin-like oxLDL receptor. Grafik erstellt in Anlehnung an Pasterkamp et al. [352].
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Neben den extrazellulären Veränderungen durch Hyperglykämie, wie der nicht-enzymatischen
Glykosylierung der Matrix, wird durch Abbildung 1.2.6 insbesondere deutlich, dass der Blut-
zuckerspiegel intrazellulär Auswirkungen auf die Regulation der Differenzierung, des Zell-
schicksals und transkriptionaler Prozesse hat. Die Veränderungen, die intrazellulär ausgelöst
werden, stellen die Grundlage für die Beeinträchtigung der Gefäßgesundheit dar. Dies ist ein
deutlicher Hinweis darauf, dass ein Zusammenhang zwischen der Regulation des Zellschicksals
und der Entstehung von arteriosklerotischen Veränderungen besteht. Maßgeblich verantwor-
lich ist bei der direkten Wirkung von Insulin und Glukose auf den Zellmetabolismus und die
dadurch ausgelösten Prozesse in Zellschicksal und Differenzierung ein hoch konserviertes,
komplexes Netzwerk, in dem die Proteinkinase mTOR eine zentrale Stelle einnimmt.
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1.3 Das mTOR Netzwerk

Das Netzwerk rund um das „mechanistic target of rapamycin“ (mTOR) ist eine der wesent-
lichsten Regulationseinheiten jeder Zelle. Hier werden Signale bezüglich der verfügbaren
Nährstoffe, dem Sauerstoffgehalt der Umgebung, den Wachstumsbedingungen und der Zellho-
möostase miteinander in Verbindung gebracht und die entsprechend notwendigen Prozesse
eingeleitet. Das Netzwerk stellt eine zentrale Komponente in der Regulation von Wachstum
(sowohl Massenzuwachs als auch Zellteilung), Stoffwechsel, Überleben oder Stressreaktionen
dar und spielt daher in pathologische Prozesse wie Krebs, neurodegenerativen Erkrankungen,
Diabetes und Übergewicht eine wichtige Rolle.
TOR ist eine Serin/Threonin-Proteinkinase, die zur Familie der Phosphoinositol-3-Kinase (PI3K)
- verwandten Protein Kinasen (PIKK) gehört und durch Interaktionen mit mehreren Proteinen
zwei spezifische, strukturell unterschiedliche Komplexe (mTORC1 und mTORC2) bilden kann.
Kennzeichnend für mTORC1 ist das Protein Raptor, während in mTORC2 das Protein Rictor
vorliegt. Eine Übersicht der Proteine, aus denen sich mTORC1 und mTORC2 zusammensetzen,
kann Abbildung 1.3.1 entnommen werden.

Abbildung 1.3.1: Bestandteile des mTOR-Netzwerkes

A: Die Proteine, die Bestandteile von mTORC1 und mTORC2 darstellen inklusive wichtiger Funk-
tionen. B: Zusammensetzung der Komplexe mTORC1 und mTORC2 sowie die von ihnen regu-
lierten Zielproteine. Während mTORC1 seine Funkionen vor allem über die Kinase p70-S6 und
das Bindeprotein 4E-BP1 entfaltet, wirkt mTORC2 durch die AGC-Kinase AKT, SGK (Serum- and
glucocorticoid-induced protein kinase) und PKC (Proteinkinase C). Siehe Jacinto et al. [189], Kim et
al. [218], Peterson et al. [360], Kaizuka et al. [208], Hara et al. [153], Kim et al. [217], Sancak et al.
[411], Thedieck et al. [478], Vander Haar et al. [489], Wang et al. [511], Jacinto et al. [189], Jacinto
et al. [188], Sarbassov et al. [412], Frias et al. [126], Pearce et al. [355], Thedieck et al. [478].
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In den frühen 90er Jahren wurde zunächst in Hefen und später in Säugern entdeckt, dass
TOR1/2 die wachstumsinhibitierende Effekte eines Makrolids der Actinobakterien Streptomyces
hygrocopicus vermittelt, eine Substanz, die nach dem ersten Fundort der Bakterien auf Rapa Nui
(der Osterinsel) „Rapamycin“ genannt wurde. Diese fungizid wirkende Substanz wurde bereits
in den 1970er Jahren entdeckt und durch vier Veröffentlichungen von Vezina, Sehgal, Baker und
Singh et al. ([504], [424], [20], [445]) erstmals charakterisiert. Heute wird es als Sirolimus im
klinischen Alltag zur Inhibition von mTOR eingesetzt.
Die zwei Multiproteinkomplexe mTORC1 und mTORC2 unterscheiden sich in ihrer Sensitivität
sowohl gegenüber Rapamycin, als auch gegenüber den Signale, durch die sie beeinflusst werden
und durch die von ihnen ausgelösten Effekte. Während beide Arme des mTOR-Netzwerks
von Wachstumsfaktoren stimuliert werden können, ist über weitere Faktoren, die mTORC1
integriert, weitaus mehr bekannt, als über diejenigen, die einen Einfluss auf mTORC2 haben.
Da mTORC1 zudem deutlich stärker auf Rapamycin reagiert als mTORC2 und für diesen Kom-
plex noch immer kein spezifischer Inhibitor bekannt ist, konnte die Funktion von mTORC1
durch seine selektive Inhibition charakterisiert werden. mTORC1 wirkt fördernd auf Proteinsyn-
these, Proliferation, zellulläres Altern (Seneszenz) sowie Lipogenese und inhibiert intrazelluläre
Recyclingprozesse (Autophagie). mTORC2 ist für die Organisation des Zellskeletts verant-
wortlich, reguliert die Energiehomöostase und wirkt dem programmierten Zelltod (Apoptose)
entgegen (Abbildung 1.3.2).
Neben dem Vorkommen der beiden Komplexe als Monomer gibt es biochemische und struktu-
relle Hinweise, dass beide Komplexe auch als Dimer vorliegen können (Wullschleger et al. [524],
Yip et al. [539]).

Abbildung 1.3.2: Beeinflussende Faktoren der beiden mTOR-Komplexe

Das Schema gibt Stimuli wieder, welche die beiden mTOR-Komplexe beeinflussen, und nennt bedeu-
tende Funktionen, für die mTORC1 und mTORC2 verantwortlich sind. Abbildung entworfen nach
Laplante et al. [250]
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1.3.1 mTORC1

1.3.1.1 Signaltransduktion oberhalb von mTORC1

Für die Aktivierung von mTORC1 ist die Verfügbarkeit von Energie in Form von GTP und ATP
sowie das Vorhandensein von Aminosäuren zur Proteinsynthese erforderlich.
Selbst wenn genügend Engergie zur Verfügung steht, kann die Synthese von Proteinen erst
stattfinden, wenn Aminosäuren in die Zelle gelangen. Diese sorgen dafür, dass sich das Rag-
GTPase Heterodimer zu seiner aktiven Konformation umwandelt und durch seine Interaktion
mit Raptor den mTOR-Komplex 1 zu den Lysosomen rekrutiert (Sancak et al. [410], Kim et al.
[219]). Dort ist Rheb-GTP lokalisiert (Saucedo et al. [416], Stocker et al. [459]). Rheb-GTP kann
mTORC1 durch bislang unterbekannte Mechanismen aktivieren, solange es nicht durch TSC
abgebaut wird (Mendoza et al. [304]). TSC ist ein GTPase aktivierendes Protein (GAP), welches
das G Protein Rheb durch Hydrolyse von GTP inaktiviert.
TSC kann jedoch inhibiert werden, wenn durch Wachstumsfaktoren wie IGF (Insulin-like growth
factor) die Aktivierung des Rezeptor-Tyrosin-Kinase-AKT-Signalwegs erfolgt. Durch aktives
AKT wird TSC phosphoryliert (Ma et al. [282]) und interagiert mit dem regulatorischen Protein
14-3-3, wodurch die Aktivität des Komplexes beeinträchtigt und verhindert wird, dass Rheb-
GTP durch TSC abgebaut wird (Inoki et al. [180], Zhang et al. [545]).
Durch die AKT-vermittelte Phosphorylierung von TSC am Aminosäurerest Serin939 wird dessen
inhibierende Wirkung auf mTORC1-aufgehoben (Cai et al. [49], Li et al. [262]). Desweiteren wird
durch AKT auch eine PRAS40 vermittelte mTORC1-Blockade entkoppelt, da die Phosphorylie-
rung von PRAS40 dazu führt, dass es sich von Raptor löst und damit die allosterische Blockade
von mTORC1 aufgehoben wird (Kovacina et al. [228]).
Da der TSC Proteinkomplex auch durch mitogenvermittelte MAPK/ERK-Signalwegaktivierung
inhibiert werden kann, beeinflusst die Aktivität dieser Signalkaskade auch die von mTORC1
(Castilho et al. [55], Inoki et al. [181], Mendoza et al. [304]) (siehe Abschnitt 1.3.3). Ebenso können
Zytokine wie TNF über IKK2 (Inhibitor of nuclear factor κ-B kinase subunit β) die Phosphory-
lierung von TSC am Serinrest939 bewirken, was gleichfalls zu einer Aktivierung von mTORC1
beiträgt (Salminen et al. [409]).
Anders ist die Wirkung von AMPK (AMP-aktivierte Proteinkinase) auf die Effekte von TSC,
da AMPK durch Phosphorylierung von TSC am Serinrest1387 dessen Aktivität und damit den
blockierenden mTORC1 Effekt verstärkt. AMPK wiederum wird durch die Ratio von AMP zu
ATP Molekülen reguliert. Es ist inaktiv, wenn genügend ATP vorhanden ist, und dient dazu,
Signalwege zu inhibieren, die Energie verbrauchen, wie etwa die Proteinsynthese (Hardie et al.
[156]).
Zusätzlich zur Inhibierung von mTORC1 über TSC-Aktivierung bewirkt AMPK die Inhibierung
auch über die Phosphorylierung von Raptor (Corradetti et al. [73]), was zu einer Bindung des
Proteins an 14-3-3 führt und somit verhindert, dass Raptor als Bestandteil von mTORC1 rekru-
tiert werden kann (Gwinn et al [147]).
AMPK stellt einen metabolischen Schlüsselpunkt der Zelle dar, weil es die Aufnahme von
Glykose, die β-Oxidation von Fettsäuren, die Biogenese des Glukosetransporters 4 und die der
Mitochondrien reguliert. Zusammen mit seiner Wirkung auf mTOR stellt es sicher, dass in der
Zelle nur dann energetisch aufwendige Prozesse initiiert werden, wenn genügend Nährstoffe
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vorhanden sind und die äußeren Parameter eine günstigte Wachstumsphase vermitteln. Zu
diesen äußeren Faktoren zählt auch Sauerstoff, da der Energieverbrauch der Zelle durch dessen
Verfügbarkeit limitiert wird. Wenn ein Mangel an Sauerstoff besteht, wird der Hypoxie indu-
zierte Faktor 1 (HIF1α) stabilisiert und aktiviert die Transkription von REDD1. Dieses Protein
bindet an TSC und verhindert eine Aufhebung der mTOR Blockade durch TSC-Inhibierung
(Brugarolas et al. [45]). Zusätzlich bewirkt die durch Hypoxie ausgelöste verminderte Bildung
von ATP in den Mitochondrien die Aktivierung von AMPK wodurch der Effekt weiter verstärkt
wird (Wang et al. [512]).

1.3.1.2 Signaltransduktion unterhalb von mTORC1

Zwei bedeutende Substrate von mTORC1 sind die p70-S6 Kinase 1 (p70-S6K1) und das eIF-4E
Bindeprotein 1 (4E-BP1). Beide assoziieren mit mRNAs und regulieren hierdurch die Initiierung
und das Fortschreiten der mRNA-Translation, was sie zu direkten Regulatoren der Proteinsyn-
these macht (Brown et al. [43], Hara et al. [154], von Manteuffel et al. [506], Ma et al. [282]).
Das Gerüstprotein 4E-BP1 blockiert die Initiation der Translation, indem es eIF4E bindet. Wird
es jedoch von mTORC1 phosphoryliert, dissoziiert es von eIF4E, was diesem ermöglicht, den
Translationsinitiierungsfaktor eIF4G an das 5’-Ende vieler mRNAs zu rekrutieren und die Trans-
lation zu beginnen.
Die p70-S6 Kinase ist hingegen ein positiver Regulator der Translation. Sie phosphoryliert
Initiierungs- und Elongationsfaktoren, so wie das ribosomale Protein S6 (Jenö et al. [192]), eEF2K
(Lenz et al. [259]), SKAR (Ma et al. [283]), CBP80 (Wilson et al. [519]) und eIF4b (Ma et al. [283],
Holz et al. [168], Shahbazian et al. [432]), siehe Abschnitt (1.3.1.2.1).
mTORC1 ist besonders für die Steuerung des Zellüberlebens wichtig, da es energieaufwendige
Prozesse wie die Biogenese von Ribosomen reguliert. Sowohl die Herstellung von ribsosomaler
RNA, als auch die der ribosomalen Proteine wird durch mTORC1 verstärkt, da die p70-S6 Kinase
1 die transkriptionelle Aktivität der rRNA Polymerase RNA Pol I heraufreguliert (Hannan et al.
[151], Mayer et al. [298]).
Durch die Regulation von Autophagie hat mTORC1 einen zusätzlichen Einfluss auf den Energie-
haushalt der Zelle. Da Zellen über diesen Mechanismus bei Nährstoffmangel Energie gewinnen
können. Autophagie, also der kontrollierte Abbau zellulärer Komponenten zur Verstoffwechse-
lung, wird von mTORC1 aktiv unterdrückt. Sobald mTORC1 jedoch durch Aminosäuremangel
oder andere zelluläre Faktoren inhibiert ist, wird die Autophagie stark induziert. Dies erfolgt,
indem Atg13, ULK1 und ULK2 (Unc-51-like kinase) nicht mehr blockiert werden und das
Autophagosom bilden können (Noda et al. [331], Thoreen et al. [479], Hosokawa et al. [169], Jung et
al. [205]). Da Autophagie somit eine Auswirkung auf die zellulären Entwicklungs- und Diffe-
renzierungsmöglichkeiten hat, wird es als einer der Prozesse verstanden, die das Zellschicksal
entscheidend beeinflussen.
Durch die Kontrolle von Transkription, Translation und Energiehaushalt ist mTORC1 eine
zentrale Steuerungskomponente für Überleben, Entwicklung und Wachstum der Zelle.
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1.3.1.2.1 Die Kinase p70-S6 als wichtiges Substrat von mTORC1

Die Aktivität der Serin-Threonin-Kinase p70-S6K wird durch eine Vielzahl von Phosphorylierun-
gen dirigiert, wobei die Phosphorylierung von Threonin229 in der katalytischen und Threonin389

in der Linker-Domäne die wichtigsten für die Kinasefunktion sind (Pullen et al. [374] [373],
Dufner et al. [102], Weng et al. [515]).
Die Aktivierung der Proteinkinase p70-S6 durch mTORC1 führt zu einer Steigerung der Pro-
liferation, dementsprechend können Amplifikationen des Gens und die Überexpression des
Proteins auch in einigen Krebserkrankungen nachgewiesen werden.
Das primäre Substrat der p70-S6 Kinase ist das ribosomale Protein S6. Dieses wird an der 40S
Untereinheit phosphoryliert, was wiederum die Proteinsynthese am Ribosom induziert (Chung
et al. [68], [69]). Darüber hinaus gehören die Proteine SKAR (S6K1/REF-Like target, PDCD4
(Programmed cell death 4) und eEF2K (eukaryotic elongation factor 2 kinase) zu den Substraten
der p70-S6.
Insgesamt wird durch p70-S6 die mRNA Biogenese erhöht, die CAP-abhängige Translation
und Elongation verstärkt und die Translation von ribosomalen Proteinen eingeleitet. Auch
die Transkription von ribosomaler RNA wird mithilfe der Proteinphosphatase 2A (PP2A) und
dem Transkriptionsinitiationsfaktor IA (TIF-IA) bewirkt. Auch für die Lipogenese ist p70-S6
mitverantworlich, weshalb ihre Inhibition als mögliche Behandlungen von Übergewicht in
Betracht gezogen wird (Carnevalli et al. [54]). Abbildung 1.3.3 gibt die Primärstruktur der Kinase
wieder, verdeutlicht Domänen des Proteins und benennt wichtige Phosphorylierungsstellen
und Interaktionen.

Abbildung 1.3.3: Primärstruktur von p70-S6

Das stark vereinfachte Schema skizziert die wichtigsten Domänen der 70 kDa großen Kinase, sowie
einige Phosphorylierungs- und Interaktionsstellen.

mTORC1 ist im Wesentlichen für die Integration von vier verschiedenen Arten von Signalen
zuständig: Wachstumsfaktoren, Energiestatus, Sauerstoff und Aminosäuren. Damit reguliert
der Komplex den Zellmetabolismus, also Prozesse wie Autophagie, die mitochondriale Bioge-
nese, sowie die Lipid- und Proteinsynthese und steuert dadurch das Zellwachstum und die
Proliferation.
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1.3.2 mTORC2

1.3.2.1 Signaltransduktion oberhalb von mTORC2

Entgegen der vielen bekannten und gut untersuchten Faktoren, die mTORC1 beeinflussen, gibt
es bislang nur geringe Erkenntnisse über Aktivatoren und Inhibitoren von mTORC2. Bisher
konnte lediglich gezeigt werden, dass Insulin, Wachstumsfaktoren und die Verfügbarkeit von
Nährstoffen sich auf die Aktivität des Komplexes auswirken können (Frias et al. [126], Sarbassov
et al. [414]).
mTORC2 reagiert dabei offensichtlich differenziert auf einzelne Stimuli, denn sowohl AKT,
als auch SGK (Serum- and glucocorticoid-induced protein kinase) und PKC (Proteinkinase C)
werden zwar von dem Komplex reguliert, reagieren aber auf verschiedene Wachstumsfaktoren.
mTORC2 erkennt demnach zum einen die Art der Stimulation und ermöglicht zum anderen die
spezifische Signalweitergabe an bestimmte Substrate.
Bislang kann dies lediglich durch verschiedene Isoformen oder Splicevarianten von Bestandtei-
len des mTOR-Komplex 2 erklärt werden. So ist etwa bekannt, dass von den fünf Splicevarianten
von mSIN1 nur drei in mTORC2 eingebaut werden und nur zwei davon auf Insulin ansprechen
(Frias et al. [126]). Möglicherweise wird die spezifische Signalweitergabe durch mTORC2 auf
diesem Wege erreicht.
Der einzige endogene Inhibitor von mTORC2, der bislang zweifelsfrei charakterisiert wurde, ist
das Protein Deptor. Dieses fungiert sowohl bei mTORC1 als auch bei mTORC2 als negativer
Regulator ihrer Aktivität und wird beispielsweise durch Nährstoffentzug verstärkt exprimiert
(Peterson et al. [360]).
Wie vielschichtig die Signalintegration über mTOR verläuft, lässt sich gerade an diesem Protein
gut ablesen: Obwohl mTORC2 durch erhöhte Expression von Deptor negativ reguliert wird,
führt dies nicht zu einer Inhibition von AKT. Vielmehr kann bei deptorinhibiertem mTORC2
sogar eine Verstärkung der AKT-Phosphorylierung an den beiden Phosphorylierungsstellen
Serin473 und Threonin308 vorgefunden werden. In den Arbeiten der Gruppe um Peterson wurde
dies darauf zurückgeführt, dass durch die deptorinhibierte mTORC1 Aktivität die negative
Rückkopplung für die PI3K entfällt und dies zu hyperaktiver PI3K-Signaltransduktion führt.
Diese übergeht den direkten inhibitorischen Einfluss von Deptor auf mTORC2 und führt zu
einer gesteigerten AKT-Aktivität. Ähnliches wurde bereits bei TSC2-Knockout für hyperaktives
Rheb nachgewiesen, welches die inhibitorischen Effekte von PRAS40 auf mTORC1 umgeht
(Sancat et al. [411]).
Die Fähigkeit, nicht nur auf den Stimulus eines einzigen Proteins zu reagieren, sondern mittels
Rückkopplungswegen und der Integration mehrerer zusätzlicher Signale adäquat auf komplexe
Gegebenheiten eingehen zu können, tragen dazu bei, dass das mTOR-Netzwerk eine zentrale
Rolle bei der Regulation des zellulären Schicksals spielt.

1.3.2.2 Signaltransduktion unterhalb von mTORC2

mTORC2 wurde zunächst als Mediator der Aktin-Zytoskelett-Organisation und der Zellpolari-
sation für bedeutsam angesehen (Barbet et al. [23], Zheng et al. [547], Kamada et al. [210], Schmidt
et al. [420]). Mittlerweile ist der Komplex vor allem für seine wichtige Rolle bei der Regulation
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von Mitgliedern der AGC-Kinase-Familie und Chaperonen in das Interesse von Medizin und
Wissenschaft gerückt.
mTORC2 phosphoryliert und aktiviert dadurch direkt AKT, SGK und PKC, die beispielsweise
Überleben, Zellzyklus und Anabolismus kontrollieren (Facchinetti et al. [113], Garcia-Martinez
et al. [129], Ikenoue et al. [179], Sarbassov et al. [414]). Durch die Bedeutung der AGC-Kinasen
wird mTORC2 zu einem zentralen Bestandteil für die Regulation des zellulären Schicksals, da
durch dieses Netzwerk das Überleben der Zellen beziehungsweise die Apoptose, verschiedene
Differenzierungswege oder Alterungsprozesse gesteuert werden.
Entsprechend der bedeutsamen Auswirkungen dieser Prozesse ist ihre Steuerung vielschichtig,
um alle relevanten Parameter berücksichtigen zu können.
Einen Einblick in die weitreichenden Prozesse, in die diese Kinasen involviert sind, gibt auch
die Liste an Erkrankungen, in deren Kontext Kinasen der AGC-Familie eine Bedeutung haben.
Diese reicht von Krebs, Diabetes, Herzerkrankungen, Dystrophien, sexuellen Störungen, neuro-
logischen Erkrankungen wie Alzeimer, Huntington oder Ataxien, chronische Entzündungen
wie Psoriasis bis hin zu Thrombozytopenien.
Von über 500 bekannten humanen Proteinkinasen werden 60 zur AGC-Familie gezählt (Man-
ning et al. [288]), die während der eukaryotischen Evolution hoch konserviert wurden. Die
nachfolgende Tabelle gibt eine Übersicht über bislang bekannte Zusammenhänge zwischen den
mTORC2 regulierten Kinasen und den durch sie kontrollierten Proteinen.

Tabelle 1.1: mTORC2 regulierte Kinasen

Kinase Substrate Konsensusmotiv

AKT AS140, BAD, BRAF, eNOS, FoxO3,
GSK-3, HDM2, hTERT, p27KIP,
PFK2, PGC1α, PDCD4, PRAS40,
SKP2, TSC2, WNK1

Arg-X-Arg-X-X-Ser/Thr-ϕ

PKC Adducin 1, gp130, GRK2, GSK-3,
IRS1, MARCKs, PKD, PDE3a, RAF1,
SHP1

Arg-Lys-X-Ser/Thr-X-Art/Lys

SGK ENaC, FoxO3, MEKK2, NDRG1,
NEDD4L

Arg/Lys-X-Arg-X-X-Ser/Thr

Abkürzungen: ϕ = hydrophobe Aminosäure, AS160 = AKT Substrat mit 160 kDa, BAD = BCL-2
antagonist of cell death, FoxO3 = forkhead-box protein O3, p27KIP = p27 cyclin dependent kinase

inhibitor, PFK2 = phosphofructo-2-kinase, GSK-3 = glycogen synthase kinase 3, PDK =
1,3-phosphoinositide-dependent kinase, HDM2 = human double minute, MEKK2 = MAP/ERK kinase

kinase, NEDD4L = neural precursor cell expressed, developmentally downregulated 4-like isoform,
MARCKs = myristoylated Ala-rich C-kinase substrate, SGK = serum- and glucocorticoid-induced

protein kinase, hTERT = human telomerase catalytic subunit gene. Entnommen aus Pearce et al. [356]

Die Serin/Threonin-Proteinkinase SGK ist wesentlich an der Regulation von Kalium-, Natrium-
und Chloridkanälen beteiligt, wodurch sie nicht nur einen Einfluss auf die Funktion der neu-
ronalen Signalweiterleitung oder der Kontraktion von Herz- und Muskelzellen hat, sondern
auch die Zellantwort bei osmotischem Stress steuert (Firestone et al. [118]). Metabolisch ist dies
bedeutsam, da der Einstrom von Füssigkeit in die Zelle inhibierend auf Protein- und Glykogen-
synthese wirkt, sowie den Abbau von Proteinen und Glykogen fördert. Indem die SGK diese
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Prozesse reguliert, nimmt sie einen wesentlichen Einfluss auf den Energiestatus der Zelle (Pearce
et al. [356]).
Im Falle der Proteinkinase C ist mTORC2 durch die Phosphorylierung des Turnmotivs (TM) und
des hydrophoben Motivs (HM) für die posttranslationale Modifikation zuständig. Fehlt diese, ist
die Stabilität des Proteins beeinträchtigt und seine Signaltransduktion inhibiert (Sarbassov et al.
[412], Guertin et al. [145]). PKC vermittelt die Wirkung von Wachstumsfaktoren und Hormonen.
Die Effekte der Kinase sind dabei sowohl zelltypspezifisch, als auch vom Organ abhängig, in
dem sie exprimiert wird. Während in den glatten Muskelzellen des Blutgefäßsystems durch ad-
renerge Agonisten beispielsweise Vasokonstriktion ausgelöst werden kann, vermittelt die PKC
in den glatten Muskelzellen des Reproduktionssystems die Ejakulation, während wiederum
Plättchen im Blutgefäßsystem zur Aggregation angeregt werden (Newton et al. [328], Pearce et al.
[356]). Als abhängig von mTORC2 ist besonders die Regulation der PKCα-regulierte Zellform
durch die Kontrolle des Aktin-Zytoskeletts anzusehen (Jacinto et al. [189], Sarbassov et al. [412]).
Von den drei direkt durch mTORC2 regulierten AGC-Kinasen ist besonders AKT durch die
Vielzahl an unterschiedlichen Prozessen, die diese Kinase steuert, essentiell für die Zelle.

1.3.2.2.1 Die Proteinkinase B (AKT) als Teil des mTOR-Netzwerks

Zu der Familie der Proteinkinase B werden drei Mitglieder gezählt: AKT 1, AKT2 und AKT
3 oder PKBα, PKBβ und PKBγ. Die Serin-Threonin-spezifische Proteinkinase spielt bei ei-
ner Vielzahl von zellulären Prozessen eine wichtige Rolle, da sie in der Lage ist, auf Insulin,
Wachstumsfaktoren und Zytokine zu reagieren und dabei den Energiestoffwechsel, Apoptose,
Zellteilung, Transkription und Zellmigration zu beeinflussen. Das Protein wurde daher schon
früh in Zusammenhang mit Krebserkrankungen und Diabetes gebracht. Da AKT in vielen
Krebsarten fehlreguliert und überexprimiert ist, gilt die Kinase als Proto-Onkogen.
AKT besitzt eine Proteindomäne, die als Pleckstrin-Homolog (PH) bezeichnet wird und Phos-
phoinositole mit großer Affinität binden kann (Abbildung 1.3.4). Da diese von PI3-Kinasen
phosphoryliert werden müssen und PI3K sowohl von G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren als
auch Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert werden können, integriert dieser Signalweg eine enorme
Vielfalt an zellulären Prozessen (Franke et al. [123]).

Abbildung 1.3.4: Primärstruktur von AKT

Das stark vereinfachte Schema skizziert die wichtigsten Domänen der Proteinkinase B, sowie einige
Phosphorylierungs- und Interaktionsstellen. PH Domäne: Pleckstrin Homology Domain, WW-
Interaktionsdomänen: Domäne mit zwei Tryptophanresten, die an prolinreiche Peptidmotive binden
können. Eine weitere Phosphorylierungsstelle an Threonin450 dient der korrekten Faltung des
Proteins.
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Sobald AKT durch die Bindung an Phosphatidylinositol-(3,4,5)-triphosphat an die Plasmamem-
bran rekrutiert wurde, kann die Kinase zunächst durch mTORC2 an Serin473 und anschließend
durch PDK1 (Phosphoinositide-dependent kinase1) an Threonin308 phosphoryliert werden.
Dies bewirkt die vollständige Aktivierung von AKT (Facchinetti et al. [113], Ikenoue et al. [179],
Sarbassov et al. [414], Scheid et al. [418], Yang et al. [534]).
Die Kinase phosphoryliert Proteine, die für den Metabolismus, das Überleben beziehungsweise
die Apoptose, Differenzierung und Proliferation wichtig sind und reguliert dadurch deren
Aktivität. Außerdem kann AKT Effektoren wie etwa Proteine aus der Bcl-2 Familie, NF-κB oder
HDM2 binden und regulieren. So wird beispielsweise der Transkriptionsfaktor FoxO1/3 durch
Phosphorylierung aktiviert, wodurch die Einleitung der Apoptose verhindert werden kann.
Durch diesen AKT-vermittelten Mechanismus fördert mTORC2 das Überleben der Zelle (Guertin
et al. [145], [144]). Darüber hinaus beeinflusst die Proteinkinase eine Reihe von intrazellulären
Proteinen, die auch von anderen Signalwegen reguliert werden (siehe Abschnitt 1.3.3). Dies
macht die Signalweitergabe komplex. Es trägt auch dazu bei, dass AKT noch immer erforscht
und charakterisiert wird.
Obwohl heute bereits vergleichsweise viel über die Wirkung von mTORC2, seine Bedeutung
für das Überleben der Zellen, ihren Metabolismus, die Organisation des Zytoskeletts und die
Proliferation bekannt ist, konnte bislang die Signaltransduktion, die zur Aktivierung des Kom-
plexes führt, nicht vollständig charakterisiert werden. Auch mTORC2-abhängigen Prozesse sind
bislang nur unzureichend verstanden. Hierzu kommt, dass gerade die von mTORC2 regulierten
Kinasen mit einer Vielzahl von Interaktionspartnern Bindungen eingehen und diverse zelluläre
Reaktionen auslösen können. Das mTOR-Netzwerk stellt damit eine direkte Verbindung zu
anderen Signalkaskaden her.

1.3.3 Interaktion von mTOR mit anderen Signalkaskaden

Das mTOR-Netzwerk zeichnet sich durch seine integrativen Fähigkeiten in Bezug auf extra-
zelluläre Stimuli aus. Hierbei erweist sich auch die Verknüpfung mit anderen Signalwegen als
bedeutsam, darunter besonders die Interaktion mit der Ras-ERK-Kaskade.
ERK (extracellular signal-regulated kinase) ist eine Mitogen-Aktivierte Proteinkinase (MAPK)
und wichtigstes Ziel des Ras Onkoproteins. Wie alle MAPK Signalwege besteht auch dieser
aus einer initialen guanosinetriphosphataseregulierten Kinase (MAPKKK), die eine zwischen-
geschaltete Kinase phosphoryliert und aktiviert (MAPKK), welche dann die Effektorkinase
MAPK phosphoryliert und aktiviert. Für den ERK-MAPK-Netzwerk sind dies die Ras-GTPase,
die Proteinkinase Raf, MEK und ERK, welche durch Wachstumsfaktoren, Polypeptidhormone,
Neurotransmitter, Chemokine oder Phorbolester und ihre vermittelnden Rezeptortyrosinkinase
(RTK), G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) oder Proteinkinase C (PKC) aktiviert werden
(McKay et al. [299], Rozengurt et al. [403]).
ERK kann, genau wie AKT, für eine Inhibierung von TSC2 sorgen. Die Kinasen phosphorylieren
das Protein und inhibieren damit seine Fähigkeit als GTPase-aktivierendes Protein (GAP) für
die GTPase Rheb (Ras homolog enriched in brain) zu fungieren. ERK kann TSC2 dabei an
den Aminosäureresten Serin540, 664 phosphorylieren, während AKT für die Phosphorylierun-
gen an den Serinresten939, 981, 1130, 1132 und an Threonin1462 sorgt (Dibble et al. [93]). Daraufhin
akkumuliert GTP-gebundenes Rheb und aktiviert mTORC1. Darüber hinaus phosphoryliert
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aktiviertes ERK im Zytoplasma weitere Signalproteine, wie etwa p90 ribosomale S6 Kinase (RSK)
oder Transkriptionsfaktoren. Im Zellkern sorgt ERK für die Aktivierung einer Reihe weiterer
Transkriptionsfaktoren, wie etwa dem TCF (Ternary Complex Factor), welche die Expression der
IEG (Immediate Early Gene) bewirken, zu denen auch c-Fos und c-Myc gehören. Diese sorgen
für die Induktion von Spätphase-Genen (Late-Response Genes), die Zellüberleben, Zellteilung
und Zellmotilität vorantreiben (Anjum et al. [15], Dhillon et al. [90]).
Welche Signalwege durch einen bestimmten Stimulus aktiviert werden, hängt von der Stärke
der Stimulation, ihrer Stimulationsdauer und von negativen Rückkopplungsmechanismen ab.
So ist zum Beispielt IGF-1 ein schwacher Ras-ERK-Aktivator, aber ein starker PI3K-mTORC1
Aktivator (Clerk et al. [71], Weng et al. [514]). Wird also der IGF-Rezeptor durch die Bindung
seines Liganden aktiviert, sorgt er über die Aktivierung der PI3K für eine Phosphorylierung von
AKT, die sich positiv auf Proliferation und Überleben auswirkt. Gleichzeitig hemmt AKT das
Protein Raf. Da über den IGF-Rezeptor auch die Ras-Raf-Mek-ERK-Kaskade aktiviert wurde, die
zu Zellwachstum und Differenzierung führt, bewirkt dies, dass die Zelle sich teilt und vermehrt,
zunächst jedoch weniger stark differenziert, als dies durch einen anderen Wachstumsfaktor
ausgelöst werden würde.
Bei dieser Form der Signalintegration hängt der Grad der Aktivierung der Signalwege nicht
nur von der Konzentration der Wachstumsfaktoren selbst ab, sondern auch der Expression
und Lokalisation ihrer Rezeptortyrosinkinasen sowie der Expression weiterer Mitglieder der
Rezeptorfamilie und Bindeproteinen (Lemmon et al. [258]).
Während einige Kinasen, wie etwa Raf, MEK oder der Komplex um mTOR, sehr präzise defi-
nierte Substratspezifitäten aufweisen, weisen andere, wie ERK, RSK, AKT, oder S6K, ein sehr
breites Spektrum an Phosphorylierungszielen und Effektorproteinen auf. Die Integration der
Signalwege geschieht dementsprechend eher über die letztgenannten Kinasen. Dabei erkennen
die Kinase häufig unterschiedliche Domänen an den selben Proteinen, beispielsweise erkennt
ERK als prolingerichtete Kinase das PXS/TP Motiv (Hutti et al. [177]), während RSK, AKT und
S6K als Mitglieder der AGC-Kinase-Familie vorzugsweise das RXRXXS/T Motiv phosphorylie-
ren (Pearce et al. [356]). Trotz dieser Unterschiede im Phosphorylierungsmotiv bewirken ERK-
und AGC-Kinasen häufig die Aktivierung des selben Substrats oder Proteinkomplexes.
Auch die Glykogen Synthase Kinase-3 (GSK-3) gehört zu den AGC-Proteinkinasen und ist für
zelluläre Prozesse essentiell, da sie biologische Prozesse wie die Zellentwicklung und Gewebe-
differenzierung, den Glukosemetabolismus, Apoptose, die Stammzellhomöostase und den Zell-
zyklus reguliert (Kockeritz et a. [225]). Ihre Bedeutung wurde im Zusammenhang mit Alzheimer,
Krebs, Bipolarer Störung und Schizophrenie nachgewiesen. Es sind mehr als 40 direkte Substrate
bekannt, die zeigen, dass GSK-3 auch mit dem BMP-Signalweg, dem MAPK/ERK-Signalweg,
dem Wnt-Signalweg und dem mTOR-Netzwerk interagiert. Durch die Phosphorylierung und
Aktivierung von TSC inhibiert GSK den mTORC-Komplex, was wiederum durch extrazelluläres
Wnt verhindert werden kann, da dessen Bindung an G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren wie
Frizzled-Rezeptoren die Kinase GSK-3 inhibiert, was zur Aktivierung von mTOR führt (Roa et
al. [384]).
Eine Übersicht der komplexen Mechanismen, die durch das mTOR-Netzwerk reguliert werden,
bietet Abbildung 1.3.5.
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Abbildung 1.3.5: Das Netzwerk rund um mTOR

Das Schema hebt die wichtigsten Komponenten der Signalkaskaden hervor: Angeregt durch die
von der Rezeptor-Tyrosin-Kinase weitergeleiteten Signale verläuft die Kaskade über Extracellular-
regulated kinase 1/2 (ERK1/2) und durch die PI3-Kinase über AKT. Dabei wird der Tuberous
Sclerosis Complex 1/2 (TSC1/2) blockiert und so der von diesem Komplex ausgehende inhibierende
Effekt aufgehoben. Während mTORC1 hauptsächlich über die p70-S6-Kinase wirkt, sendet mTORC2
seine Signale größtenteils über AGC Kinasen.

1.3.4 Der Mechanismus der rapamycininduzierten mTOR-Modulation

Wie durch zahlreiche Arbeiten detailliert beschrieben und seit Jahren bekannt ist, bindet Rapa-
mycin an das FK506 Bindeprotein 12 (FKBP12), das wiederum an die FRB-Domäne von mTOR
bindet (Abbildung 1.3.6).
Hierdurch wird die Interaktion von mTOR mit Raptor verhindert und damit die Kopplung an
Substrate inhibiert (Oshiro et al. [345]). Rapamycin verhindert auf diese Weise die Signalweiter-
gabe durch mTORC1, ohne dessen intrinsische katalytische Aktivität zu vermindern.
Rapamycin ist daher in der Lage, wesentliche, jedoch nicht alle Funktionen, von mTORC1 zu
inhibieren. Der mTOR-Komplex 1 entfaltet seine Wirkung durch 4E-BP und die p70-S6 Kinase,
indem er diese beiden mittels Phosphorylierung aktiviert. Während das erste ein Bindeprotein
für den eIF4B Initiationsfaktor der Proteintranslation ist und diesen hemmt, kann die p70-S6
Kinase nach ihrer Phosphorylierung weitere Regulatoren der Translation aktivieren.
Die Wirkung von Rapamycin auf diese Phosphorylierung ist bei den beiden Proteinen unter-
schiedlich, da mTORC1 das 4E-BP1 Protein an den Aminosäureresten Thr37/Thr46 in einer
nicht-rapamycinsensitiven Weise phosphoryliert (Choo et al. [66]).
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Abbildung 1.3.6: Struktur von mTOR und Bindung von Rapamycin

Struktur der rund 289 kDa großen Kinase mTOR, das carboxyterminal eine Serin/Threonin-
Proteinkinase-Domäne enthält. Wie die anderen Mitglieder der PIKK Familie hat mTOR eine FAT
(FRAP-ATM-TTRAP) und eine C-terminale FAT (FATC) Domäne. Rictor und Raptor interagieren
mit dem Protein durch die sogenannten HEAT repeat-Domänen (deren Namen sich von Huntingtin,
dem Elongation Faktor 3 (EF3), der Protein Phosphatase 2A (PP2A), und der TOR1 Kinase der Hefen
ableitet). FKBP12 bindet an die FRB-Domäne (FKBP12-Rapamycinbindedomäne) und verhindert die
Interaktion von mTOR und Raptor. Im unteren Bereich als 3D-Strukturmodel dargestellt22.

Diese Phosphorylierungen sind die Voraussetzung für die nachfolgende Hyperphosphorylie-
rung, die dann zur Dissoziation des Proteins vom Initiationsfaktor führt und die Translation
ermöglicht (Gingras et al. [132]). Die Aktivierung von p70-S6 an Thr389 durch mTORC1 ist
hingegen Rapamycin sensitiv (Wullschleger et al. [523]) (siehe Abbildung 1.3.7).

Abbildung 1.3.7: Die Wirkung von Rapamycin

Bei Bindung von FKBP12-Rapamycin (in blau) kann mTOR nicht mehr mit Raptor interagieren
wodurch mTORC1 die p70-S6 Kinase nicht aktiviert. Die Phosphorylierung und von 4E-BP1 bleibt
hingegen bestehen. Gleichzeitig erhöht sich die Aktivität von mTORC2 durch die Inhibition von
mTORC1. Da dieses einen blockierenden Einfluss auf mTORC2 hat, führt die mTORC1-Inhibition
zu einer gesteigerten pAKTS473 Phosphorylierung.
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Über die Auswirkung der Substanz auf mTORC2 ist bislang etwas weniger bekannt. An FKBP12
gebunden interagiert Rapamycin zwar mit mTOR, mLST8 und Raptor (=mTORC1), aber nicht
mit mTOR, mLST8 und Rictor (=mTORC2) (Jacinto et al. [189]). Dennoch konnte in vielen Zellty-
pen eine inhibierende Wirkung von Rapamycin auf den Zusammenbau des mTOR-Komplexes
2 gezeigt werden. Bei mehrtägiger Inkubation führt Rapamycin zu einer Verminderung der
mTORC2 Aktivität (Sarbassov et al. [413]).

1.3.5 Klinische Bedeutung des mTOR Netzwerks

Wegen seiner umfassenden regulatorischen Auswirkungen und die Möglichkeit der gezielte
Inhibition steht das mTOR-Netzwerk seit Jahren im Fokus unterschiedlicher Forschungsgebiete
und wurde als attraktives therapeutisches Ziel identifiziert. Das Makrolid Rapamycin wird
dabei sowohl gegen die Transplantatabstoßung, als auch bei der Tumortherapie eingesetzt. Als
Immunsuppressivum bei Organtransplantation verhindert der Wirkstoff die Antwort auf IL-2,
wodurch die klonale Expansion von T-Zellen unterbleibt. Es gilt als weniger nierentoxisch als
Calcineurininhibitoren (Flechner et al. [121]).
Bei der Behandlung von Krebserkrankungen wird Rapamycin genutzt, da es die Fähigkeiten
des mTOR-Netzwerks, das Zellwachstum und Proliferation zu aktivieren blockiert und damit
das Tumorwachstum vermindert (Seto [428]).
Darüber hinaus hat sich Rapamycin durch seinen wachstumshemmenden Effekt als Wirkstoff
zur Verhinderung von in-stent-Restenosen nach Koronarangioplastie bewährt.
Obwohl hier eine direkte Wirkung der mTOR-Inhibition auf den Aufbau der Gefäßwand gezeigt
wurde und sich die mTOR-Blockade als vorteilhaft erwiesen hat, fokussieren diese Arbeiten vor
allem auf fibrotische und proliferative Gefäßwandprozesse und weniger auf Kalzifizierungspro-
zesse.
Des Weiteren kann die Bedeutung des Netzwerks für das Gefäßsystem an einem der beiden
oralen antidiabetischen Medikamente gesehen werden, das als erste Wahl zur Behandlung von
Typ 2 Diabetes gilt: Metformin.
Dieser Wirkstoff aktiviert die AMPK, einen wichtigen zellulären Regulator des Metabolismus
(siehe Abschnitt 1.3.1.1). Sein Einfluss wird in Abbildung 1.3.8 dargestellt. Diese Kinase inhibiert
mTORC1 und reduziert des Weiteren LDL Cholesterin und Triglyzeride. Dabei zeigt es starke
präventive Fähigkeiten für kardiovaskuläre Komplikationen bei Diabetes (Lamanna et al. [247].)
Aufgrund der Vielzahl an Differenzierungsprozessen, die durch das mTOR-Netzwerk reguliert
werden, und aufgrund seiner zentralen Stellung bei der Integration von Signalen, stellt sich
die Frage, ob eine Modulation des Netzwerkes therapeutische Perspektiven für die Behand-
lung von Gefäßveränderungen bietet. Insbesondere die kalzifizierende Arteriopathie ist von
großer klinischer Bedeutung (siehe Abschnitt 1.1.1), so dass die Beeinflussung der osteoblastären
Differenzierung von Gefäßvorläuferzellen wie MSCs durch mTOR Modulation hierfür einen
vielversprechenden Ansatz bietet.
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Abbildung 1.3.8: Einfluss von Metformin auf das mTOR-Netzwerk

Das vereinfachte Schema zeigt, wie Metformin durch seine Aktivierung von AMPK und der dadurch
erfolgenden Aktivierung von TSC einen inhibierenden Effekt auf mTORC1 ausübt. Zusätzlich
wird durch die Phosphorylierung von Raptor ein direkter, ebenfalls blockender Effekt auf mTORC1
ausgeübt.
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2 Zielsetzung

Aufgrund der massiven gesellschaftlichen Problematik von kardiovaskulären Erkrankungen
und den daraus resultierenden gesundheitlichen, sozialen und wirtschaftlichen Folgen, wird
der Bedarf an Therapiemöglichkeiten für Gefäßverkalkungen immer offensichtlicher.
Ein wichtiges Merkmal kardiovaskulärer Erkrankungen sind schleichende Veränderungen der
Gefäße, wie etwa ein stetiger, aktiver Aufbauprozess von knochenartigem Gewebe inklusive
des Einbaus von Kalzium in die Gefäßwand. Die daraus resultierende Problematik, zu der
versteifte Gefäße, Arrhythmien, linksventrikulärer Hypertrophie, koronarer Herzkrankheit und
Schlaganfall gehören, sorgt dafür, dass Herz-Kreislauf-Erkrankungen die weltweit häufigste
Todesursache sind.
Die Steuerung von Zelldifferenzierung in diesem Zusammenhang und die Bedeutung des
mTOR-Netzwerks in diesem Kontext sind bislang nicht vollständig geklärt und nach wie vor
fehlt es an Behandlungskonzepten. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zelluläre Mechanismen
der vaskulären Kalzifizierung zu analysieren und die Bedeutung des mTOR-Netzwerkes für die
fehlgeleitete Differenzierung von Gefäßvorläuferzellen in osteoblastenartige Zellen aufzudecken.
Als Zellmodell sollten humane, mesenchymale, multipotente Stromazellen mittels Knochen-
markpunktionen gewonnen, expandiert und auf Zellintegrität, Populationshomogenität sowie
multilineäres Differenzierungspotential überprüft werden, bevor sie gezielt in osteoblastäre
Richtung differenziert werden sollten. Der Einsatz von Wachstumsfaktoren sollte pathophysiolo-
gisch relevante Beeinflussung der Differenzierungsvorgänge in der Gefäßwand repräsentieren.
Der Kalzifizierungsprozess sollte mittels Aktivitätsmessung der alkalischen Phosphatase, Quan-
tifizierung der kalzifzierten Matrix, Proliferationsbestimmungen und Expression von Osteobla-
stenmarkern mittels Proteinanalyse kontrolliert werden. Des Weiteren sollte die Aktivitiät des
mTOR Netzwerks in seinen einzelnen Komponenten mittels Western-Blot-Technik nachvoll-
zogen und festgestellt werden, in welcher Weise dieser wichtige Regulator von Zellschicksal,
Wachstum und Differenzierung an der Differenzierung beteiligt ist. Dazu sollten auch einzelnen
Komponenten durch pharmakologische Inhibitoren blockiert und die Auswirkung auf die Kal-
zifizierung analysiert werden. Da auch die selektive Stilllegung von mTORC2 erfolgen sollte,
für den bislang kein spezifischer Inhibitor bekannt ist, sollte die Expression des Proteins Rictor
als zentrale Komponente durch shRNA vermindert werden, was durch Gentransfer mittels
Lentiviren erreicht werden sollte.
Durch den Einsatz primärer humaner Zellen in Kombination mit klinisch relevanten Medi-
kamenten und selektiven molekularbiologischen Methoden war der hier vorgestellte Ansatz
konzipiert, um einen dringend benötigten tieferen Einblick in die zugrunde liegenden Mechanis-
men der Arteriosklerose zu geben und gleichzeitig therapeutische Optionen aufzudecken. Dies
sollte sowohl die Möglichkeit bieten, Grundlagenprozesse näher zu beleuchten, einen Einblick
in bislang unerforschte metabolische Prozesse zu geben, als auch therapeutische Konzepte zu
analysieren und neue Behandlungswege zu eröffnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Eine Auflistung der verwendeten Antikörper für Western-Blot, Immunfluoreszenz und FACS-
Analysen findet sich im Anhang unter 8.6 auf Seite 151.
Materialen für die Zellkultur, eingesetzte Inhibitoren oder Zytokine finden sich im Anhang
unter 8.7 auf Seite 153.
Eine Auflistung der verwendeten Puffer und Lösungen für Zelllyse, Proteinaufarbeitung sowie
DNA- und RNA-Arbeiten findet sich im Anhang unter 8.9 auf Seite 155.
Die in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien finden sich im Anhang unter 8.11 auf Seite 160,
bereits vorgefertigte Komponenten und Kits sind ebenfalls dort notiert.
Eingesetzte Verbrauchsmittel und auch Verbrauchsmaterial für die Zellkultur stehen im Anhang
unter 8.12 beziehungsweise 8.13 auf den Seiten 163 beziehungsweise 164.
Die Abbildungen, Darstellungen, Auswertungen, Grafiken und Statistik dieser Arbeit wurden
mithilfe der unter 8.15 aufgelisteten Computerprogramme und Datenbanken erstellt (siehe Seite
168).

3.1.1 Urämisches Patientenmaterial

Bei humanem Probenmaterial, das in Versuchen eingesetzt wurde, die in dieser Arbeit vorge-
stellten werden, handelte es sich um Serum von Dialysepatienten. Alle Spender nahmen nach
ärztlicher Aufklärung freiwillig und unentgeltlich an der Entnahme teil. Schriftliche Einver-
ständniserklärungen sowie Genehmigungen der entsprechenden Ethikkommissionen lagen vor.
Es handelt sich um Proben, die zur Erstellung eines urämischen Serumpools verwendet wurden.
Dazu wurde 58 stabilen Hämodialysepatienten (37 Männern, 21 Frauen, Duschnittsalter 53 ± 15
Jahre) nach einem dialyse-freien Intervall von drei Tagen zwischen zwei Dialysebehandlungen
8 ml Blut entnommen, bevor die Dialysebehandlung durchgeführt wurde. Diabetiker, frühere
Transplantatempfänger und akut kranke sowie Patienten mit chronischen Infektionskrank-
heiten wurden ausgeschlossen. Das Blut wurde 10 min bei 400 xg zentrifugiert, das Serum
abgenommen, gepoolt, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

3.1.2 Primäre humane multipotente mesenchymale Stromazellen

Die in dieser Arbeit eingesetzten humanen mesenchymalen multipotenten Stromazellen (MSC)
wurden, sofern sie nicht von Kooperationspartner wie etwa PD Dr. Claudia Lange (UKE,
Hamburg) beigesteuert wurden, selbst aus dem bei Knochenmarkpunktionen entnommenen
Material gewonnen. Bei allen Spendern handelte es sich um gesunde Personen, die nach
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ärztlicher Aufklärung freiwillig und unentgeltlich an dem Eingriff teilnahmen. Schriftliche
Einverständniserklärungen sowie Genehmigungen der entsprechenden Ethikkommissionen
lagen vor.
Um die multipotenten Zellen zu isolieren und undifferenziert zu kultivieren, wurde auf Tierseren
vollständig verzichtet und die Zellen entsprechend der empfohlenen Veröffentlichungen (Lange
et al. [249]) in einem Zellkulturmedium mit humanen Bestandteilen kultiviert.
Dazu wurden Thrombozytenkonserven am Tage ihres Ablaufdatums von den Blutbanken in
Hamburg und Berlin bezogen. Alle Konserven waren auf pathogene Bestandteile untersucht
und für Patienten freigegeben worden, enthielten also keine infektiösen Bestandteile. Die Zahl
der Thrombozyten lag zwischen 1,2 und 1,9 x 109/ml.
15-22 Konserven wurden gepoolt und steril in 25 ml Mengen aliquotiert, bevor sie bei -80°C
gelagert wurden.

Die Zusammensetzung des Kulturmediums lautete:

MSC Zellkulturmedium

αMEM mit Glutamin 1x
Heparin 2 IU/ml

Penicillin 100 E/ml
Streptomycin 0,1 g/l

Thrombokonzentrat 5%

3.1.3 Primäre humane koronare glatte Muskelzellen

Humane koronare glatte Muskelzellen (hVSMC) von gesunden Spendern wurden von den
Firmen Promocell und Cellsystems (Lifeline Cell Technology) in Passage drei bezogen und in
Medium mit der folgenden Zusammensetzung kultiviert:

VSMC Zellkulturmedium

αMEM mit Glutamin 0.5x
DMEM 1g/L Glukose 0.5x

Glutamin 5 mM
Ascorbinsäure 50 µg/ml

FGF-2 5 ng/ml
EGF 5 ng/ml

Insulin 5 µg/ml
Penicillin 100 E/ml

Streptomycin 0,1 g/l
FBS 5%
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3.1.4 Biologisch aktive Substanzen in der Zellkultur

3.1.4.1 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren liegen typischerweise in sehr geringen Mengen vor, können im Blut häufig
in pg oder ng/L-Konzentration nachgewiesen werden und haben bereits schon bei kleinsten
Schwankungen ein breites Wirkungsspektrum. Ein wichtiger beeinflussender Faktor bei der
Quantifizierung der Botenstoffe ist, dass Zytokine häufig proteingebunden vorliegen (Hughes
et al. [175]), was in sofern relevant ist, da einige chronischen Krankheiten, wie zum Beispiel
Urämie, eine veränderte Proteinbindung bewirken können und somit die biologisch aktive
Fraktion der Signalmoleküle verändert wird (Vanholder et al. [492], De Smet et al. [85]). Da
außerdem für biologisch regulative Systeme, wie etwa dem Hormonsystem, bekannt ist, dass es
in Krankheiten wie Diabetes zu einer Resistenz bezüglich der Botenstoffe kommen kann, bleibt
anzunehmen, dass eine reine Messung nicht ausreicht, um die Veränderung der Konzentration
bezüglich ihrer Auswirkungen
einordnen zu können.
Diese Überlegungen wurden bei der Wahl der Konzentrationen für das hier verwendete Zell-
kulturmodell sorgfältig abgewogen. Anhand von aktuellen Literaturwerten wurde weiterhin
versucht, eine möglichst physiologische Konzentration zu finden, die hoch genug war, um
einen messbaren Effekt bei der Behandlung zu erzielen, und ferner berücksichtigte, dass lokale
Konzentrationen um ein Vielfaches höher liegen können.

Relevant im Rahmen dieser Arbeit:
CTGF:
Die im Blut gemessene Konzentration von CTGF liegt bei gesunden Menschen im Bereich von
20 ng/ml (Gressner et al. [142]), daher wurden für Versuche Konzentrationen von 10 bis 100
ng/ml in vitro eingesetzt.
FGF: Bei gesunden Blutspendern kann typischerweise ein Gehalt von 4 bis 8 ng/L an FGF-2
beziehungsweise von rund 8-50 ng/L an FGF-23 nachgewiesen werden, bei Niereninsuffizienz
oder Osteomalazie aber auch ein bis zu 10-fach höherer Wert (Larsson et al. [251], Yamazaki et
al. [530]). Darüberhinaus ist die Gewebekonzentration von FGF-2 lokal häufig höher und liegt
zwischen 10 und 500 ng/ml (Gospodarowicz et al. [136]). Gearbeitet wurden in der Zellkultur
daher mit Konzentrationen von 6,6 ng/L bis 100 ng/ml.
PDGF-BB: Bei gesunden Menschen wird im Blut eine PDGF-BB-Konzentration von circa 4,5 bis
8,5 ng/ml gemessen (Takayama et al. [464]). In dem hier vorgestellen in vitro Modell wurden 10
ng/ml eingesetzt.
TGF-β1: Auch mehrere Jahrzehnte nach der ersten Isolierung von TGF-β1 aus menschlichem
Blut ist nicht genau bekannt, in welcher Konzentration dieser Faktor typischerweise zu finden
ist. Häufig können Werte von 1-25 ng/ml in der Literatur gefunden werden (zusammengefasst
im Review Grainger et al. [138]), weshalb hier mit 10 ng/ml gearbeitet wurde.
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3.1.4.2 Substanzen in der Zellkultur

Die in der Zellkultur eingesetzten Substanzen wurden entsprechend der Empfehlungen des
Herstellers gelöst und gegebenenfalls sterilfiltriert, bevor sie aliquotiert und bei -80°Cgelagert
wurden.
Biologisch aktive, pulverisiert erworbene Substanzen wurden nicht länger als die vom Hersteller
angegebene Zeitdauer aufbewahrt, nachdem sie gelöst worden waren.
In allen Analysen wurde für jede Substanz die Kontrolle jeweils mit dem entsprechenden Lö-
sungsmittel behandelt, um Effekte desselben ausschließen zu können. Die Endkonzentrationen
und Lösungsmittel der Substanzen können der nachfolgenden Tabelle entnommen werden.

Substanz finale Konzentration gelöst in

Rapamycin 20 nM DMSO
Bafilomycin 1 nM DMSO

MK2206 100 nM DMSO
AZD-4547 0,1-100 nM DMSO

Dexamethason 0,1-1 µM Ethanol
β-Glycerophosphat 10 mM ddH2O

2-Phospho-L-Ascorbinsäure 0,1-0,5 mM ddH2O
Ascorbinsäure 50 µg/ml ddH2O
HEPES pH 7,3 20 mM ddH2O

Insulin 5 µg/ml ddH2O
Indomethazin 0,2 mM Ethanol

3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin 0,5 mM Ethanol
CTGF ≤ 100 ng/ml 0,1% HSA 5 mM Azetat pH 6
FGF-2 v 10 ng/ml ddH2O mit 0,1% HSA

FGF-23 v 100 ng/ml 0,1 % HSA in 1x PBS
PDGF-BB 10 ng/ml ddH2O mit 0,1% HSA

TGF-β1 10 ng/ml 0,1% BSA in 20 mM Zitrat pH 3
β-Glycerophosphat 10 mM ddH2O

3.1.5 Tierexperimentelles Arbeiten

Die in dieser Arbeit vorgestellten tierexperimentellen Arbeiten wurden nach Beantragung und
Genehmigung durch die zuständige Behörde (LaGeSo G0028/11, Berlin) sowie entsprechend der
vorgeschriebenen Leitlinien der Charité Universitätsmedizin für die Haltung von Versuchstieren
durchgeführt.
Bei den Tieren handelte es sich um zehn Wochen alte Mäuse (C57Bl/6JRccHsd), die von Harlan
Winkelmann (Deutschland) erworben worden waren. Sie wurden von entsprechend geschul-
ten Mitarbeitern in der Tierhaltung des CCR-Centrum for Cardiovascular Research, Berlin,
versorgt und die medizinischen Eingriffen gemäß der geltenden Richtlinien von Fachkräften
durchgeführt.
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3.2 Methoden

3.2.1 Gewinnung und Expansion humaner MSC

Humanes Knochenmark enthält pro 1x106 Zellen circa 10-100 MSC (Bruder et al. [44], Cam-
pagnoli et al. [50], Hernigou et al. [163], Prockop et al. [370]). Daher wurde zur Gewinnung
einer überlebensfähigen Stromazellkultur 5-10 ml frisches, bei Raumtemperatur transportiertes
Knochenmark eingesetzt. Dieses wurde 1:1 mit 1x PBS versetzt und vorsichtig über eine Schicht
von 10 ml Ficoll-Paque gelagert. Nach einer Zentrifugation bei 20°C, 500 xg für 30 min ohne
Bremse waren vier Schichten erkennbar: eine wässrige Phase, eine dünne Schicht mononukleäre
Zellen, Ficoll-Paque und ein Pellet aus Granulo- und Erythrozyten.

Abbildung 3.2.1: Isolation mesenchymaler Stromazellen aus Knochenmark

A: Spritze mit dem bei der Punktion gewonnenen Knochenmark. B: Mit 1x PBS verdünntes Kno-
chenmark auf einer Schicht von Ficoll Paque vor der Zentrifugation. C: Nach der Zentrifugation, von
oben nach unten sind folgende Schichten unterscheidbar: 1) wässrige Phase, 2) Mononukleäre Zellen,
3) Ficoll-Paque-Medium und 4) ein Pellet aus Granulo- und Erythrozyten.

Die Schicht mit mononukleären Zellen wurde abgenommen und zweimal mit 1x PBS gewa-
schen, der erste Waschschritt wurde mit 50 ml 1x PBS und einer Zentrifugation von 5 min bei
400 xg durchgeführt, der zweite Waschschritt mit 50 ml Kulturmedium und 5 min bei 80 xg
Zentrifugation. Nach dem Zählen in der Neubauer-Zählkammer wurden pro 10 cm Kultur-
schale 1 Millionen mononukleärer Zellen in Thrombozyten-angereichertem Zellkulturmedium
ausgesetzt (dies wurde als Passage 0 gezählt). Nach drei Tagen wurden nicht adhärente Zellen
durch zweimaliges Waschen mit 1x PBS entfernt und die verbleibenden Zellen mit neuem
Kulturmedium bedeckt.

Zellen wurden bei maximal 60%iger Konfluenz gesplittet, um die multipotente Differenzierbar-
keit zu erhalten und nicht länger als 6 Passagen kultiviert. Alle in dieser Arbeit vorgestellten
Versuche wurden in den Passagen 2-5 durchgeführt. Jede Zellpräparation wurde auf eine
mögliche Kontamination von Mycoplasmen mittels einer PCR-Untersuchung getestet und nur
eingesetzt, wenn der Test negativ ausfiel, des Weiteren wurde die Differenzierbarkeit der Kultur
und die Expression der Oberflächenmarker analysiert.
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3.2.2 Oberflächenmarkeranalyse

Die Untersuchung der Oberflächenmoleküle von gewonnenen Stromazellen wurde mittels
Durchflusszytometrie durchgeführt, einer Methode, bei der optische Signale der Zelle beim
Passieren eines Laserstrahles vermessen werden. Durch einen Hüllstrom fokussiert treten
die Zellen einzeln in den Mikrokanal einer hochpräzisen Küvette ein, wobei sie einzeln einen
Laserstrahl passieren. Hierbei enstehen Streulicht und bei fluoreszierenden Proben zusätzliche
Signale, die von Detektoren aufgefangen und ausgewertet werden. Dies liefert quantitative
und qualitative Informationen über jede Zelle, da Vorwärtsstreulich (FSC = Forward Scatter)
ein Maß für die Beugung des Lichtes ist und vom Volumen der Zelle abhängt. Des Weiteren
stellt Seitwärtsstreulicht (SSC = Side Scatter) ein Maß für die Granularität der Zelle, Größe des
Zellkerns und Menge an Vesikeln dar, da hier die Brechung des Lichts im rechten Winkel erfasst
wird. Durch die Analyse von über 1000 Zellen je Sekunde kann eine rasche, repräsentative
Aussage über die Zellpopulation, die Zellgröße und Beschaffenheit gemacht werden.
Durch den Einsatz fluoreszenzmarkierter Antikörper, die spezifisch an Oberflächenmoleküle
binden, kann zudem eine Einteilung vorgenommen werden, wie viele Zellen Träger des Markers
sind und wie stark der Marker exprimiert wird. Da hierbei die unspezifische Bindung von
Antikörpern an Zellen mitberücksichtigten werden muss, wird zunächst die Intensität des
Fluoreszenzsignals bei der Inkubation der Zellen mit einem fluoreszenzgekoppelten Antikörpers
der gleichen Spezies und des gleichen Isotyps wie der anschließend gemessene spezfische
Antikörper analysiert. Diese beiden Signalmuster werden dann miteinander verglichen.
Für die Analyse wurden die Zellen in der zu untersuchenden Passage aus der Zellschale gelöst,
indem die Zellen mit 1x PBS gewaschen und mit Accutase behandelt wurden. Nach drei
Minuten konnten die Zellen problemlos von der Oberfläche gelöst, gewaschen und gezählt
werden. 50 000 Zellen wurden in 50 µl FACS-Puffer aufgenommen und zusammen mit 3 µl
des entsprechenden Antikörpers eine Stunde in einem lichtgeschützten Gefäß unter leichter
Rotation inkubiert. Nachdem die Zellen in FACS Puffer gewaschen worden waren, wurden sie
in 100 µl FACS-Puffer aufgenommen, in FACS-Röhrchen überführt und vermessen.

3.2.3 Gezielte Differenzierung von hMSCS

3.2.3.1 Adipozytäre Differenzierung

Differenzieren MSCs in Fettzellen, bilden sich in der Regel mehrere Vakuolen, die mit Triglyze-
riden und Cholesterinestern gefüllt sind. Die Zellen haben einen Durchmesser von 50 bis 150
µm und können bis zu 1 µg Fett speichern (Rognum et al. [399]). Für diesen Prozess wurden die
Zellen dicht ausgesäht und vier Wochen lang alle drei Tage mit frischem Adipozytenmedium
versorgt. Eine Kontrollschale, die lediglich mit DMEM ohne Zusätze inkubiert war, wurde mit-
geführt. Nach Ausbildung der Fettvakuolen wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen
und anschließend 10 min mit 5% Paraformaldehyd in PBS fixiert. Nachdem ein weiterer Wasch-
schritt mit destilliertem Wasser durchgeführt worden war, wurden die Schalen eine Stunde
bei Raumtemperatur mit 10 ml Oil-Red-O-Lösung inkubiert und anschließend wiederholt mit
Wasser gewaschen, bevor sie fotografisch dokumentiert wurden.
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Adipozytenmedium

DMEM 1x
Penicillin 100 E/ml

Streptomycin 0,1 g/l
L-Glutamin 2 mM

Dexamethason 1 µM
Indomethazin 0,2 mM

3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin 0,5 mM
Insulin 10 µg/ml

3.2.3.2 Chondrozytäre Differenzierung

Entwickeln sich MSCs zu Knorpelzellen, verläuft dieser Prozess zunächst über die Differenzie-
rung der Zellen zu rasch proliferierenden Chondroblasten, die eine weiche Knorpelmatrix aus
Kollagenen, Proteoglykanen und Hyaloronsäuren produzieren.
Sobald die Matrix aushärtet, werden die Knorpelzellen zu nicht mehr teilunsfähigen Chon-
drozyten, die dann als einziger lebender Bestandteil nur ca. 1% des Knorpels ausmachen23.
Chondrozyten enthalten viel Wasser, Fett und Glykogen, sind kugelig geformt, besitzen einen
rundlichen Zellkern und sind kleiner als Chondroblasten.
Knorpelzellen lassen sich durch die für sie spezifische Synthese von Kollagen II nachweisen
(Stanton et al. [452]) oder aber durch die Anfärbung der Matrix mit Alcian-Blau (Komaki et al.
[227]).
Um MSC zu Knorpelzellen differenzieren zu lassen, gibt es zwei verschiedene Ansätze: entwe-
der können die Zellen in Chondrozytenmedium als Pellet in zylindrischen Zentrifugenröhrchen
(Methode nach Johnstone et al. [198]) oder in eine dreidimensionale Gelmatrix eingebettet (Me-
thode nach Schneider et al. [421], Stark et al. [453]) kultiviert werden. Bei beiden Methoden dauert
der Differenzierungsvorgang circa 4 Wochen, mit Wechseln des Mediums alle zwei bis drei Tage.
Für die Anzucht in Röhrchen wurden 1 Millionen Zellen in 3 ml Chondroblastenmedium mit
frisch zugefügten 10 ng/ml TGF-β1 in 15 ml-Zentrifugenröhrchen herunter zentrifugiert und
mit leicht aufgedrehtem Deckel aufrecht bei 37°Cinkubiert.
Nach vier Wochen wurde das Pellet geerntet, mit 0,5 ml Chromatinpuffer inklusive Inhibitoren
in einem Glas-Homogenisator lysiert und anschließend eine Proteinbestimmung vorgenom-
men. Die so hergestellten Lysate konnten mittels Western Blot Analyse auf die Expression
von knorpelspezifischen Proteinen untersucht werden. Für die Herstellung von 3D-Gelen zur
Zellaufzucht wurde sterile 0,7 M Natriumhydroxid-Lösung 1:1 mit steriler 1 M HEPES-Lösung
pH 7,3 gemischt und zu gleichen Teilen mit 10x DMEM vermengt. Der pH dieser Lösung wurde
auf 7,9 bis 8,05 eingestellt, anschließend wurden 2 ml der Lösung mit 8 ml Kollagen G-Lösung
gemischt und 2 ml dieser Lösung wurden mit 1 Millionen Zellen in ein Loch einer 6-Loch-Platte
gegeben. Bei 37°Cgelierte diese Mischung innerhalb von circa 15 Minuten.
Am nächsten Tag wurde das 3D-Gel mit reichlich Chondroblastenmedium bedeckt, das alle
2 bis 3 Tage durch frisches ersetzt wurde. Nach 4 Wochen konnte das Gel mit einer 4%-
Paraformaldehyd-Lösung fixiert und anschließend mit Alcian-Blau-Färbelösung gefärbt werden.
Nach gründlichem Waschen mit PBS wurde die Intensität der Blaufärbung und damit der
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Nachweis von Knorpel-spezifischen Proteinen fotografisch dokumentiert.
Die Zusammensetzung des Chondrozytenmediums wurde wie folgt gewählt:

Chondrozytenmedium

DMEM 1x
Penicillin 100 E/ml

Streptomycin 0,1 g/l
L-Glutamin 2 mM

Natriumpyruvat 1 mM
HEPES pH 7,3 20 mM

2-Phospho-L-Ascorbinsäure 0,1 mM
Dexamethason 0,1 µM

TGF-β1 10 ng/ml

3.2.3.3 Osteoblastäre Differenzierung

Die Differenzierung in Zellen, die Knochenmaterial bilden (Osteoblasten) wurde induziert,
indem das Kulturmedium mit Phosphaten, Vitamin C und dem künstlichen Glukokortikoid
Dexamethason (9-Fluor-16α-methylprednisolon) versetzt wurde. Die Zellen erhielten weniger
Nährstoffe als im Thrombozyten-Kulturmedium, wurden nicht gesplittet und 2-4 Wochen lang
alle drei Tage mit frischem Medium versorgt. Die Zusammensetzung des Medium lautete:

Osteoblastenmedium

DMEM 1x
Penicillin 100 E/ml

Streptomycin 0,1 g/l
L-Glutamin 2 mM

Dexamethason 0,1 µM
β-Glycerophosphat 10 mM

2-Phospho-L-Ascorbinsäure 0,5 mM

Für den Nachweis der Differenzierung wurde mit dem 1,2-Dihydroxyanthraquinon Alizarin
gefärbt, das von Osteoblasten produziertes Kalziumhydroxylapatit rötlich-orange färbt.
Dazu wurden Monolayer zweimal mit 1x TBS gewaschen, 30 min mit eiskaltem Methanol bei
-20°Cfixiert und angeschließend luftgetrocknet. Nach zweimaligem Waschen mit 0,1 M Borsäu-
repuffer pH 4,0 wurden die Zellen eine Stunde mit 5%iger, gefilterter Alizarin-Rot-Färbelösung
bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend wiederholt mit Borsäurepuffer gewaschen.
Nach einem Waschschritt mit destilliertem Wasser wurde abschließend mit 95%igem Ethanol
gewaschen, die Schalen getrocknet und anschließend fotografiert.
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3.2.4 Verwendung von hMSCs

MSC wurden in Abhängigkeit davon, ob mit ihnen Versuche durchgeführt oder ob sie weiter-
kultiviert werden sollten, unterschiedlich dicht ausgesetzt. Bei Weiterkultivierung in Flaschen
wurden knapp über 300 Zellen pro cm2 ausgesetzt und alle drei Tage mit frischen Medium ver-
sorgt bevor sie stets im subkonfluenten Zustand gesplittet wurden. Anders als für die Aufzucht
der Zellpräparationen, konnten anschließend für Analysen 13 000 Zellen/cm2 in Kulturschalen
ausgesetzt werden. Dazu wurde glutaminhaltiges Medium DMEM mit 1% FCS verwendet und
die Zellen 24 Stunden später entsprechend des Experiments inkubiert.
Zum Ernten oder Umsetzen wurde das Kulturmedium von den Zellen genommen, diese mit 1x
PBS/0,5 mM EDTA gewaschen, dann Trypsin/EDTA aufgetragen, nach gründlichem Verteilen
wieder abgenommen und die Zellen 3 bis 5 min bei 37°C inkubiert. Dann wurde unter dem
Mikroskop kontrolliert, dass sie abgerundet waren, sich vom Boden zu lösen begannen und so
in frischem Medium aufgenommen werden konnten. Anschließend wurde die Zellsuspension
gezählt und auf neue Flaschen verteilt oder bei 800 max. 200 rcf ca. 5 min zentrifugiert, um sie
zu pelletieren, wobei das Pellet nach dem Verwerfen des Überstandes mit 1x PBS gewaschen
und entsprechend weiter verwendet werden konnte.
Zum Einfrieren wurden die Zellen in einer Lösung aus 10% DMSO / 90% FCS aufgenommen
und auf -80°C überführt, bevor sie 24 Stunden später in flüssigem Stickstoff bei -196°C gelagert
wurden.
Aufgetaut wurden die Zellen, indem sie rasch auf Raumtemperatur gebracht wurden (beispiels-
weise durch ein Wasserbad bei 37°C ), dann in 10 ml DMEM aufgenommen und zentrifugiert
wurden (max. 200 rcf für 5 min). Anschließend konnte das Pellet entsprechend der Zellzahl in
Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche überführt werden.
Für alle Inkubationen mit Wachstumsfaktoren, Inhibitoren oder ähnlichen Zusätzen wurde
jeweils eine Kontrolle mit den entsprechenden Lösungsmitteln mitgeführt, um auszuschließen,
dass der beobachtete Effekt von diesem herrührte.
Um die geeigneten Bedingungen eines Wirkstoffes zu ermitteln, wurden Dosis- und Zeitreihen-
Behandlungen durchgeführt und bei körpereigenen Stoffen darauf geachtet, eine möglichst
physiologisch konzentrierte Behandlung durchzuführen.

3.2.5 Verwendung von hVSMC

Humane vaskuläre glatte Muskelzellen (hVSMC) wurden in Passage drei bezogen und zunächst
in VSMC-Kulturmedium (siehe 3.1.3 auf Seite 32) expandiert. Sie wurden subkonfluent gehalten,
bei maximal 60% Dichte auf die gleiche Weise wie MSCs gesplittet und bei den Versuchen in glei-
cher Dichte wie diese ausgesäht. Ebenso wurden regelmäßig Mykoplasmentests durchgeführt
und die Zellen nicht länger als bis Passage sechs genutzt.

3.2.6 Messung der alkalischen Phosphatase

Alkalische Phosphatase (ALP) ist die Bezeichnung für eine Gruppe von Enzymen, die Phosphor-
säureester hydrolysieren, also Phosphogruppen von Proteinen oder DNA abspalten können.
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Die Messung der Enzymaktivität kann nur bei einem leicht alkalischen pH Wert vorgenommen
werden (pH 9-10) und dient als früher Marker der osteoblastären Differenzierung.
Für die Analyse der ALP-Aktivität wurde die Messung an Tag sieben nach Induktion der osteo-
blastären Differenzierung vorgenommen. Die Zellen waren dazu in 6-Loch-Platten kultiviert
und behandelt worden. Am Tag der Messung wurde der Überstand abgenommen, die MSCs
mit 1x PBS gewaschen und mit 400 µl ALP-Puffer pro Loch 30 min bei Raumtemperatur schüt-
telnd inkubiert. Der Überstand wurde anschließend in vorgekühlte Eppendorf-Reaktionsgefäße
überführt, 10 min bei 14 000 rpm und 4°C zentrifugiert und anschließend in 2 Aliquots aufgeteilt.
Während eines davon für spätere Messungen bei -80°C gelagert wurde, konnte das andere
zum Einen für eine Bestimmung der Proteinmenge und zum Anderen für die Messung der
Enzymaktivität benutzt werden. Dazu wurden 50 µl des Lysats in mehreren Replikaten in eine
96-Loch-Platte pipettiert und mit 200 µl der Substratlösung (1 mg/ml p-Nitrophenylphosphat in
ALP-Puffer) vermischt. Zusammen mit einer Verdünnungsreihe einer kommerziell erworbenen
alkalischen Phosphatase als Standard wurden die Proben dann 60 min lang bei 37°C inkubiert
und in bestimmten Zeitabständen bei 405 nm Wellenlänge die optische Dichte gemessen. Die
Differenz zwischen den einzelnen Messungen wurde graphisch ausgewertet und mit dem Prote-
ingehalt der Proben verglichen, bevor anhand der Standardkurve die enzymatische Aktivität
bestimmt wurde.

3.2.7 Proliferationsmessung

Um zu quantifizieren, in welchem Maß sich die Zellen teilten, wurden, in Abhängigkeit von den
Versuchsbedingungen, zwei unterschiedliche Varianten der gleichen Methode gewählt. Dabei
wurde das Thymidinanalogon Bromodesoxyuridin (BrdU) eingesetzt, das von sich teilenden
Zellen anstelle der natürlichen Base in die neu-synthetisierte deoxyribonucleic acid, engl. für
Desoxyribonukleinsäure (DNA) eingebaut wurde und mithilfe eines Fluoreszenzfarbstoff- oder
horse-radish peroxidase, engl. für Meerrettichperoxidase (HRPO)-gekoppeltem Antikörper
detektiert werden konnte.
Die Messung von undifferenzierten mesenchymalen multipotenten Stromazellen wurde in
96-Lochplatten mithilfe des Proliferations-ELISA-Kits von Roche durchgeführt, wobei 4500
Zellen je Loch in 1%-FCS haltiges αMEM eingesäht wurden und nach dem Anwachsen für 24
Stunden serumfrei inkubiert wurden. Dann erfolgte die gewünschte Behandlung unter Zugabe
von 1:500 BrdU-Lösung zum Medium für 48 Stunden.
Anschließend wurde das Medium von den Zellen genommen und diese mit 30 µl FixDenat-
Lösung für 30 min bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert. Nach dem Abnehmen der Lösung
und Trocknung der Platten wurden pro Loch 50 µl der Anti-BrdU-POD-Lösung in einer 1:250
Verdünnung mit auf die Zellen gegeben und für zwei Stunden mit 220 rpm vibrierend inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS und Trockenklopfen wurde 50 µl Substrat für 2-10 min
auf die Zellen gegeben und nach dem Farbumschlag nach türkis mit 1 M H2SO4 abgestoppt.
Anschließend wurde die Platte bei 450 nm fotometrisch vermessen und die Differenz zur Re-
ferenzwellenlänge 690 nm bestimmt, bevor der Blank (ohne BrdU inkubierte Zellen) von den
Werten abgezogen und diese ausgewertet wurden.
Für Zellen, die einen Differenzierungsprozess durchlaufen sollten, war diese Methode nicht
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möglich, da 96-Loch Platten nicht die geeigneten Bedingungen für eine bis zu vier Wochen-lang
dauernde osteoblastäre Induktion eignet. Daher wurde hier auf Lochplatten mit einer größeren
Fläche wie etwas 6- oder 12-Loch-Platten zurückgegriffen, in die runde Glasplättchen (Covers-
lips) gelegt wurden. Diese waren zuvor autoklaviert und 24 Stunden mit sterilem, 50% FBS und
10% (w/v) BSA angereichertem Medium inkubiert worden, um den plastikadhärenten Zellen
geeignete Bedingungen zu bieten, auch auf Glas zu wachsen.
Sobald die Zellen angewachsen waren, wurde die Differenzierung durch das entsprechende
Medium eingeleitet. Bei osteoblastärer Differenzierung konnte die Beeinflussung der Prolife-
ration nach einer Woche analysiert werden. Zu diesem Zeitpunkt hatten die MSCs noch nicht
das Stadium beendet, in dem sie sich teilten, waren aber bereits dabei, sich in Osteoblasten zu
verändern, wie anhand der Morphologie und der Analyse des ALP geschlossen werden konnte.
Für die letzten 24 Stunden wurde das Zellkulturmedium mit 1:500 BrdU-Lösung gemischt um
den Einbau des Basenanalogons in neugebildete DNA zu ermöglichen. Die Coverslips wurden
dann zunächst mit 4% Paraformaldehyd in 1x PBS für 10 min fixiert, bevor sie dreimal mit PBS
gewaschen und anschließend durch eine dreiminütige Behandlung mit 0,5% Triton-X100 in 1x
PBS permeabilisiert wurden. Nach erneutem Waschen wurden die unspezifischen Bindungen
durch eine zweistündige Inkubation mit einer 3% BSA Lösung geblockt und anschließend mit
der 1x BrdU Färbelösung für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Pro Glasplättchen wurden 50 µl Lö-
sung eingesetzt. Nach dreimaligem Waschen mit 1x PBS wurden die Coverslips anschließend im
Dunkeln eine weitere Stunde bei Raumtemperatur mit dem 1:1000 verdünnten Zweitantikörper,
einem AlexaFluor488-konjugiertem IgG gefärbt, zu dem 1:1000 DAPI zugegeben wurden, um
die DNA farbig darstellen zu können. Anschließend wurden die Coverslips erneut gewaschen
und dann mit der Zellseite nach unten durch Aquamount auf Objektträgern fixiert.
Pro Coverslip wurden 5-10 Fotos am Mikroskop mit einer 20-fachen Vergrößerung gemacht
und diese durch ein selbstverfasstes Macro mithilfe des Programmes ImageJ ausgewertet (die
Befehlsstruktur kann dem Anhang entnommen werden, siehe 8.15 auf Seite 168).
Die Zahl der BrdU-positiven Zellen wurde mit der Gesamtzahl der Zellen verrechnet und
anschließend die behandelten Zellen mit den entsprechenden Kontrollen verglichen.

3.2.8 Indirekte Immunfluoreszenz

Sollten bestimmte Proteine mikroskopisch auf Quantität, Lokalisation oder Akkumulation un-
tersucht werden, wurden sie mithilfe der indirekten Immunfluoreszenzfärbung dargestellt.
Wie zuvor bei der BrdU-Messung beschrieben, wurden die Zellen hierzu auf Coverslips fi-
xiert, durch eine Triton-X100-Behandlung permeabilisiert und anschließend die unspezifischen
Bindestellung blockiert. Die Inkubation mit dem spezifischen Erstantikörper wurde in einer
1%-BSA-PBS-Lösung bei 4°C über Nacht durchgeführt, bevor die Coverslips dreimalig mit
PBS gewaschen und dann mit dem entsprechenden Alexa-Fluor-konjugierten Antikörper eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert wurden.
Für alle Immunfluoreszenzantikörper wurde jeweils eine Probe mit unspezifischem IgG mit-
geführt und eine weitere Probe, bei der nur mit dem korrespondierenden Sekundärantikörper
gefärbt wurde, um sicherzustellen, dass die beobachteten Signale spezifisch waren.
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3.2.9 Kalziumhydroxylapatit -Quantifizierung

Bei der Quantifizierung des von MSC gebildeten Apatits wurde die ortho-Cresolphthalein
Komplexon - Methode eingesetzt, die darauf beruht, dass Kalzium zusammen mit ortho-
cresolphthalein purpurfarbene Komplexe bildet. Der Einsatz von 8-Hydroxy-Quinolin ver-
mindert die Beeinflussung der Messung durch Magnesiumionen und AMP bietet die nötige
alkalische Umgebung für die Reaktion.
Alle Gefäße und Gegenstände, die für die Messung verwendet wurden, wurden eine Nacht in
verdünnter HCl-Lösung inkubiert, anschließend mit doppelt-destilliertem Wasser gewaschen
und getrocknet, um Spuren von Kalzium zu entfernen. Alle Lösungen wurden in dunklen
Glasflaschen im Kühlschrank gelagert und nicht länger als 6 Wochen verwendet. Als Referenz
wurde mithilfe von getrocknetem Kalziumcarbonat eine Eichreihe in Benzoesäure angefertigt.
Nach der bis zu vier Wochen andauernden Behandlung der Zellen, in einem Zustand, wenn
starke Verkalkung eingesetzt hatte, wurde der Übertand der Kulturen abgenommen. An-
schließend wurden die Zellen zum Lösung des Apatits mit 0,6 M HCl bedeckt und 24 Stun-
den unter Schütteln bei 4°C inkubiert, anschließend sorgfältig abgekratzt und in Eppendorf-
Reaktionsgefäße überführt. Nach 60 min Zentrifugation bei 20 000 xg wurden 10 µl Überstand
mit 150 µl AMP-Puffer und 150 µl Ca2+-Farbreagenz vermischt und in einer 96-Loch-Platte im
Vergleich einer Eichreihe bestehend aus 0 bis 25 mg/dL Kalzium bei 540 nm vermessen.
Um zu berücksichtigen, in welchem Maße die Zellen während der Behandlung proliferiert
waren, wurde das unlösliche Zellpellet nach der Zentrifugation in einer 0,1 M NaOH/1%-SDS-
Lösung aufgenommen und der Proteingehalt mittels der Protein-DC-Methode analysiert.

3.2.10 LDH Messung

Die Messung der Aktivität des Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) wurde eingesetzt, um
den prozentualen Gehalt an geschädigten Zellen in der Kultur festzustellen, die LDH aus der
Plasmamembran in den Zellkulturüberstand abgeben. Die Aktivität der in den Überstand
abgegeben LDH korreliert direkt mit der gebildeten Menge an Formazan, die während einer
enzymatischen Umsetzung des Tetrazolium Salzes INT durch LDH entsteht. Die kolorimetrische
Analyse erfolgt durch die Messung des Absorptionsprektrums des Formazans bei ca. 500 nm in
einem ELISA-Platten-Reader.
Für die Messung wurden Zellen entsprechend Tabelle 8.8 auf Seite 154 ausgesetzt und drei
Tage mit der entsprechenden Behandlung ohne Mediumwechsel inkubiert. Anschließend
wurde der Überstand abgenommen und 1 Minute bei 20 000 xg zentrifugiert, um abgelöste
Zellen zu sedimentieren. 100 µl wurden in eine 96-Lochplatte überführt und mit 100 µL der
Reaktionslösung versetzt. Diese wurde zuvor aus 11,25 ml der Färbelösung mit 250 µl der
Katalysatorlösung des Cytotoxocity-Kits von Roche vermischt.
Nach der Mischung der Reaktionslösung mit dem Zellkulturüberstand wurde die 96-Lochplatte
für 15 bis 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert, dann bei 492 nm zusammen mit der
Referenzwellenlänge 630 nm in einem ELISA-Reader vermessen, der Hintergrund abgezogen
und die Daten in GraphPad Prism analysiert.
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3.2.11 Apoptose Messung

Mit Hilfe des Cell Death Detection ELISA-Kits von Roche wurde analysiert, ob tote Zellen durch
Apoptose oder Nekrose verendet waren, den beiden typischen Formen von eukaryotischem
Zelltod. Während sich Nekrose durch eine erhöhte Permeabilität der Plasmamembran auszeich-
net, was innerhalb von Minuten zu osmotischer Lyse führt, ist Apoptose ein selbstgesteuerter,
gezielter Prozess, der sich durch Kondensation des Zytoplasmas und eine Aktivierung von
endogenen Endonukleasen auszeichnet. Diese schneiden doppelsträngige DNA an den Verbin-
dungsregionen zwischen Nucleosomen und lösen so eine Fragmentierung der DNA aus, die
durch spezifische Antikörper in einem ELISA nachgewiesen werden können.
Die Zellen wurden dazu in 12-Loch Platten gesät und entsprechend der Versuchsbedingungen
inkubiert. Anschließend wurden sie in den Vertiefungen gewaschen und 30 Minuten lysiert,
das Lysat wurde 10 Minuten bei 200 xg geklärt und 20 µl Überstand zusammen mit 80 µl einer
Mischung aus Anti-Histone-Biotin und Anti-DNA-Peroxidase in eine Streptavidin-beschichtete
Mikrotiterplatter pipettiert. Nach zweistündiger Inkubation wurde die Platte dreimal mit Inku-
bationspuffer gewaschen und die kolorimetrische Reaktion mit ATBS ausgelöst. Nach maximal
15 Minuten wurde die Reaktion mit Stopplösung beendet und die Platte bei 405 nm in einem
ELISA-Reader vermessen. Eine Positivkontrolle wurde mitgeführt und der Hintergrundwert
von allen Proben abgezogen, bevor die Daten analysiert wurden.

3.2.12 Alizarin-Färbung

Die Färbung von Kalziumhydroxylapatit mit dem 1,2-Dihydroxyanthraquinon Alizarin, das
auch als Mordant Red 11 oder Turkey Red bekannt ist, beruht auf der Bildung eines leuchtend
roten Komplexes der fotometrisch vermessen werden kann und eine quantitative Aussage über
den Kalziumgehalt erlaubt (Caterson et al. [56]).
Nach der Inkubation der Zellen und Differenzierung in Osteoblasten mit entsprechenden
Kalziumhydroxylapatitablagerungen wurde das Monolayer zweimal mit 1x TBS gewaschen
und 30 Minuten mit eiskaltem 100%igem Methanol bei -20 bis +4°C fixiert. Anschließend
wurden die Schalen bei Raumtemperatur luftgetrocknent und zweimal mit 0,1 M Borsäurepuffer
pH 4 gewaschen bevor sie für eine Stunde mit Alizarin-Red-Färbelösung inkubiert, zweimal mit
Borsäurepuffer gewaschen und mit destilliertem Wasser gespült wurden. Nach einem erneuten
Waschschritt mit 95%igem Ethanol wurden die Schalen getrocknet und die Färbung fotografisch
dokumentiert.

3.2.13 β-Galaktosidase Färbung

Die Menge des gebildeten seneszenzassoziierten Enzyms β-Galaktosidase und seine Aktivität
steigen in seneszenten Zellen circa 3 bis 6-fach an. Daher wurde die Messung des artifiziel-
len Substrats 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-β-D-galactopyranosid (X-Gal), das bei Hydrolyse seine
Farbe verändert, zur Analyse des Alterungszustands der Zelle verwendet.
Die Zellen wurden für die Durchführung der Färbereaktion zunächst auf Glasplättchen in
12-Well-Platten ausgesetzt und entsprechend der gewünschten Differenzierungs- und Versuchs-
bedingungen bei 5% CO2, 90% Luftfeuchtigkeit und 37°C inkubiert. Zum entsprechenden
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Zeitpunkt wurde der Überstand verworfen und die Zellen zweimal mit der X-Gal-Waschlösung
gewaschen, die aus 1x PBS bestand, dessen pH auf 6,0 gesenkt und das mit 1 mM MgCl2 versetzt
worden war. Anschließend wurden die Zellen durch eine 10-minütige Behandlung mit 2% PFA
1:200 gemischt mit einer 50% Glutaraldehydlösung fixiert und anschließend wieder gewaschen.
Anschließend wurde jede Vertiefung der 12-Loch-Platte mit 1 ml der X-Gal-Färbelösung versetzt,
die je Milliliter aus 925 µl 1x PBS/1mM MgCl2/pH 6,0 sowie 50 µl 20x KC-Lösung und 25 µl
X-Gal-Lösung bestand (Zusammensetzung der Lösungen: siehe 8.9).
Die Platten wurden 11 bis 24 Stunden bei 37°C inkubiert und der Färbeprozess stündlich kon-
trolliert, da zu lange Inkubation zu unspezifischer, generalisierter Blaufärbung führt. Nach der
entsprechenden Zeit wurden die Glasplättchen mehrfach sorgfältig mit 1x PBS/1mM MgCl2/pH
6,0 gewaschen und anschließend auf Objektträgern fixiert. Sobald die Präparate getrocknet
waren, konnten sie am Mikroskop dokumentiert und ausgewertet werden.

3.2.14 Mykoplasmentest

Um die Kontamination der verwendeten Zellen mit Vertretern der Klasse der Mollicutes auszu-
schließen, wurde nach Anleitung des Herstellers in regelmäßigen Abständen eine polymerase
chain reaction, engl. für Polymerasekettenreaktion (PCR) mit einem Mykoplasmen-Detektions-
Kit durchgeführt. Da unterschiedliche Hersteller die entsprechenden PCR-Reaktionen für
unterschiedliche Spezien entabiert haben, wurde zum einen mit einem Detektions-Kit von
Applichem und zum anderen mit einem Detektionskit von Minerva gearbeitet. Beide Systeme
arbeiten nach dem gleichen Prinzip und sind für die Erfassung von Mykoplasmen im Zellkultu-
rüberstand mittels PCR entwickelt worden.
Der Zellkulturüberstand verblieb mindestens 48 Stunden auf den Zellen, bevor eine Menge
von weniger als einem Milliliter abgenommen, in ein steriles Reagenzgefäß überführt und bei
250 xg kurz zentrifugiert wurde, um eukaryotische Zellen und Zellbestandteile zu pelletieren.
Der Überstand wurde anschließend 20 min bei 20 000 xg zentrifugiert, um die möglicherweise
vorhandenen Mykoplasmen zu zentrifugieren, dieses Pellet wurde dann in 50 µl Flüssigkeit
bei 99°C für 5 min gekocht, um die Bakterien aufzubrechen und die DNA für die Reaktion
zugängliche zu machen. Anschließend wurde entsprechend der Angaben des Herstellers die
PCR-Rektion vorbereitet und durchgeführt, die Ergebnisse wurden mittels einer gelelektropho-
retischen Auftrennung der PCR-Fragmente analysiert.
Für kontaminierte Zellen bestand die Möglichkeit einer Behandlung mit Ciprofloxacin oder
Primocin, nach 2 Wochen unter Antibiose wurden die Zellen eine weiter Woche kultiviert, bevor
die PCR wiederholt wurden. In allen Experimenten wurden nur Zellen eingesetzt, bei denen
die PCR negativ ausgefallen war.

3.2.15 Zelllyse und Proteinaufreingung

Bei Lyse von MSC wurde je nach Zellschalengröße bei 6 cm-Platten mit 60 µl und 10 cm-
Plattem mit 100 µl lysiert. Alle Lysepuffer wurden erst direkt vor dem Verwenden mit den
entsprechenden Inhibitoren versetzt und alle Schritte wurden stets auf Eis ausgeführt. Als
Inhibitoren wurden zum einen Substanzen eingesetzt, die Protein-spaltende Enzyme spezifisch
in ihrer Funktion hemmen, des Weiteren wurden Substrate hinzugefügt, die zum Beispiel

44



3.2 Methoden

Phosphatasen daran hindern sollten, zelleigene Phosphatgruppen anzugreifen. Nachfolgend
eine Übersicht der typischerweise eingesetzten Substanzen:

• Natriumorthovanadat inhibiert vor allem Tyrosinphosphatasen und alkalische Phosphata-
sen kompetitiv. Die eingesetzte Endkonzentration im Lysepuffer betrug 1 mM.

• Natriumfluorid inhibiert als Lewis-Säure vor allem eisenhaltige Enzyme und wurde in
einer Endkonzentration von 5 mM eingesetzt.

• β-Glycerophosphat wurde als Phosphatasesubstrat eingesetzt, um noch aktive Enzyme
abzufangen und hatte eine Endkonzentration von 10 mM.

• Complete Protease Inhibitor Cocktail ist eine Mischung diverser Protease-Inhibitoren mit
weitem Spektrum, es ist kommerziell erhältlich und wirkt vor allem auf Serin-, Cystein-
und Metalloproteasen. In dieser Arbeit wird es lediglich als „Complete“ bezeichnet. Der
Inhibitor wurde als 100x Stocklösung aufbewahrt und entsprechend des Volumens mit
einer Endkonzentration von 1x Complete eingesetzt.

Für die Durchführung der Zelllyse wurden der Zellkulturüberstand verworfen, die Zellen
wahlweise mit kaltem 1x PBS gewaschen, die Flüssigkeit sehr gründlich abgesaugt und die
Platten auf Eis gesetzt. Je nach Größe der Zellkulturfläche wurde eine entsprechende Menge
Lysepuffer mit Proteinase und Phosphatase-Inhibitoren auf die Schalen gegeben und die Zellen
mit einem Zellschaber abgekratzt. Die Suspension wurde entweder bei ausreichendem Volumen
in einer Insulinspritze mit feiner Nadel (18 gauge) 5 bis 10 auf- und abgezogen, um DNA zu
zerschrettern und anschließend in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt, oder, wenn das
Volumen nicht für diese Methode ausreichte, geratscht. Dazu wurde jedes Reaktionsgefäß kräftig
und schwungvoll 3 bis 5 mal über einen holprigen Untergrund gezogen, wie beispielsweise
einen Eppendorf-Reaktionsgefäßständer. Nachdem die Proben insgesamt circa 20 min auf Eis
inkubiert hatten, wurden sie bei 4°Cfür 20 min bei 20 000 xg zentrifugiert und der Überstand
für eine Proteinquantifizierung verwendet.

3.2.16 Proteinquantifizierung

Die Analyse des Proteingehaltes einer wässrigen Lösung wurde mit einer Reaktion durchge-
führt, die an Anlehnung an die Proteinbestimmung nach Lowry entwickelt wurde ( Lowry et
al. [277]) und bei BioRad als Komplettsystem erworben wurde. Die Reaktion beruht auf der
Reduktion des Folinreagents durch einen Protein-Kupfer-Komplex in alkalischem Milieu, bei der
in Abhängigkeit der enthaltene Proteinkonzentration die Bildung eines blauen Farbkomplexes
erfolgt, dessen Absorptionsmaximum zwischen 405 und 750 nm liegt.
Entsprechend den Vorgaben des Herstellers wurde für jeden Puffer, in dem Proteine gelöst waren,
eine entsprechende Eichreihe aus BSA in der entsprechenden Lösung erstellt, die einen Bereich
von 0 mg/ml bis 2,5 mg/ml umfasste. Alle Messpunkte wurden in Mehrfachbestimmungen
angelegt und zeitgleich in einer 96-Loch-Platte vermessen. Dazu wurden 10 µl der Proteinlösun-
gen mit 25 µl einer 1:50 Mischung der Substanzen A und S vermengt und anschließend mit 200
µl der Lösung B vermischt. Nach einer 15 minütigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden
die Proben bei 690 nm vermessen, der Hintergrund abgezogen und die Proteinkonzentration
der Proben mit Hilfe der Eichreihe berechnet.
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Die für die Auftrennung in einem Polyacrylamid-Gel benötigte Proteinmenge wurde berechnet,
die Proteinlösung abgenommen, mit der entsprechenden Menge 5x Laemmli-Puffer versetzt,
um auf eine finale Laemmli-Puffer-Konzentration von 1x zu kommen, und für 5 min bei 95-99°C
erhitzt. Nach kurzer Zentrifugation konnte die Proteinlösung dann in einem Gel aufgetrennt
werden.

3.2.17 Western-Blot Analyse

Die Analyse der Proteinexpression von Zellexperimenten erfolgte mittles Western-Blot Analyse.
Ein Western- (oder Immun-)Blot besteht aus einer Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (PAGE),
dem Blot-Vorgang und einem oder mehreren Immunreaktionen an die sich die Detektion an-
schließt.
Bei einer SDS- oder BICIN-PAGE (Sodium-Dodecyl-Sulfat-haltige Polyacrylamid-Gel-Elektro-
phorese beziehungsweise BICIN-haltige-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese) werden die Prote-
ine durch das Durchwandern eines Acrylamid/Bisacrylamidgels anhand der Größe getrennt.
Das Gel entsteht, indem sich Acrylamid in Anwesenheit freier Radikale zu langen Polymeren
zusammen lagert, die durch Bisacrylamid vernetzt werden. Die Radikale entstammen dabei
Ammoniumpersulfat (APS) und als Katalysator wird N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
(TEMED) eingesetzt.
Damit die Proteine während ihrer Wanderung durch das Gel eine konstante Ladungsverteilung
aufweisen, wird ihre Eigenladung durch das anionische Detergenz Sodium dodecyl sulfate,
engl. für Natriumdodecylsulfat (SDS) überdeckt, wobei 1,4 g SDS ungefähr ein Gramm Protein
binden. Der Zusatz von Thiolverbindungen wie β-Mercaptoethanol oder Dithiothreitol im
Probenpuffer hilft zudem, Disulfidbrücken aufzubrechen und das Erhitzen der Probe auf mind.
95°C unterbricht die Wasserstoffbrücken, so dass das Molekül gestreckt wird. Im Idealfall
weisen Proteine am Ende dieser Prozedur eine SDS-beladene, ellipsoide Form auf, und ihre
Laufgeschwindigkeit im Gel hängt nur noch von der relativen Molekülmasse ab.
Für die Blots in dieser Arbeit wurden 6 bis 15%ige PAA-Gele (Polyacrylamid-Gele) eingesetzt,
die dargestellten Abbildungen sind, wenn nicht anders angegeben von 10%igen Gelen entstan-
den, des Weiteren wurde die Elektrophorese im Standardfall mit 80 Volt gestartet und nach 30
min auf 120 Volt erhöht. In einigen Fällen wurden die Proteine im Gel in circa 24 Stunden bei
25 V und 4°C aufgetrennt, was die Bandenschärfe erhöhte, oder die Elektrophoresekammern
wurden mit Eis gekühlt und die PAGE fand bei 150 Volt statt.

3.2.18 DNA Aufreinigung, Klonierung und Plasmidexpression

Für die Arbeiten mit DNA wurden als Ausgangmaterial Plasmide genutzt, die transformiert,
amplifiziert, aufgereinigt, analysiert, durch Restriktion spezifisch geschnitten, durch Gelelektro-
phorese separiert, aufgereinigt, neu ligiert, transformiert, per Mini-Präparation analysiert und
dann in größerem Maßstab mittels Maxi-Präparation aufgereinigt wurden.
Sämtliche Vektoren für die Arbeiten mit Lentiviren wurden freundlicherweise von Dr. Markus
Gödel, Arbeitsgruppe PD Dr. Tobius Huber (Universitätsklinikum Freiburg, Innere Medizin IV,
Nephrologie und Allgemeinmedizin) bereit gestellt.
Für die Klonierung der humanen Rictor-shRNA-Lentivirenkonstrukte wurden die Vektoren
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pSuperRetro -Rictor und pLVTH mittels Verdau durch die Restriktionsendonukleasen EcoRI und
ClaI geöffnet, wobei 1 µg DNA mit 0.5 µl Enzym in 20 µl Gesamtvolumen für eine Stunde bei
37°C inkubiert und die DNA anschließnd mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt wurde.
Die entsprechenden Banden wurden ausgeschnitten und die DNA mittels Kit aus dem Gel
aufgereinigt (siehe 3.2.18.2 „Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Gelen“). Nach Auftren-
nung der eluierten DNA in einem weiteren Gel um Reinheitsgehalt und Menge des Materials
abschätzen zu können, wurden die DNA Fragmente des Vektor-Rückrats und des shRNA-Rictor-
Inserts ligiert, in kompetente E.coliTop10 transformiert, auf eine Ampicillin-LB-Agaroseplatte
aufgetragen und am nächsten Tag mit gewachsenen Kolonien die Mini-Präp angesetzt. Nach 14
Stunden Inkubation wurde die Plasmid-DNA aus den Bakterien aufgereinigt, mittels Restriktion
analysiert und anschließend die DNA-Maxi-Präp durchgeführt.

3.2.18.1 Agarose-Gelektrophorese

DNA-Fragmente aus PCR-Reaktionen und Restriktionsansätzen wurden ebenso wie RNA an-
hand ihrer Größe in TAE-Agarose-Gelen für DNA und TBE-Agarose-Gelen für RNA aufgetrennt.
Sichbar gemacht wurden die Nukleinsäure mittels der Eigenfuoreszenz von Ethidiumbromid
bei ca. 300 nm. Dieser Phenanthridin-Farbstoff lagert sich als interkalierende Substanz in
Nukleinsäuren ein, wobei durch die Bindung seine Emission 50- bis 100-fach intensiver wird
(Aaij et al. [1], Waring et al. [513]). Der Farbstoff wurde entweder direkt in die Agarose-Gele
gegeben (0,2 bis 0,3 µg/ml) oder die Gele wurden nach der elektrophoretischen Auftrennung
der DNA in einem Ethidiumbromid-Bad (30 µg/ml) inkubiert.
Die Gele bestanden aus 0,8%, 1%, 1,5% oder 2%-Agarose in 1x TAE- oder TBE-Puffer, die durch
Erhitzen gelöst wurde. Nach dem Aufkochen wurde gewartet, bis die Flüssigkeit etwas ab-
gekühlt war und anschließend das Ethidiumbromid zugefügt. Die Agarose wurde in einen
Gelträger mit Kamm gegossen, der nach dem Abkühlen gezogen wurde. Anschließend wurde
die DNA mit Ladepuffer versetzt, um die Migration durch das Feld beobachten zu können, und
die Proben zusammen mit 2 µl des Größenmarkers in die Taschen pipettiert. Aufgetrennt wurde
die DNA bei 80-100 Volt in circa 30 bis 120 Minuten, je nach Größe der gewünschten Banden.

3.2.18.2 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Gelen

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Ethidiumbromid-Agarose-Gelen wurde mittels
des QIA-quick Spin PCR Purifcation Kits entsprechend der Anleitung durchgeführt. Dazu
wurden die DNA-Banden auf einem UV-Transilluminator aus dem Gel geschnitten und auf
einer Feinstwaage gewogen,um ein ungefähres Maß für ihr Volumen zu erhalten (100 µg Gel
wurden mit ca 100 µl gleichgesetzt). Für ein Volumen Gel wurden drei Volumenteile des Puffers
QG hinzugefügt und das Reaktionsgefäß bei 50°C inkubiert, bis sich das Agarosegel vollständig
gelöst hatte (dies dauerte circa 10 min). Anschließend wurde ein Gelvolumen Isopropanol
hinzugefügt, die Flüssigkeit auf eine QIAquick-Säule aufgetragen und eine Minute bei 11000 xg
zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen, die Membran der Säule mit 0,75 ml PE-Puffer gewaschen,
abzentrifugiert und die Membran durch einen anschließenden Zentrifugationsschritt getrocknet.
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Nachdem 30 µl Elutionspuffer eine Minute lang auf der Säule inkubierten, wurde die DNA-
haltige Flüssigkeit durch eine letzte Zentrifugation (1 min bei 11000 rcf) in einem frischen
Reaktionsgefäß gesammelt.

3.2.18.3 Ligation

Bei der Ligation mit der T4-DNA-Ligase wurde ein Verhältnis von Vektor zu Insert gewählt, das
zwischen 1:3 bis 1:10 variierte. Die DNA-Menge des Inserts wurde mittels des Aufgragens von
1 µl DNA in einem Agarose-Gel abgeschätzt. Dabei wurden die Fragmente zusammen mit 5 µl
DNA-Leiter aufgetrennt und ihre Banden mit der Intensivität der gleichhohen Markerbanden
verglichen. Für die Ligation mit dem Rapid-Ligation-Kit wurden Vektor und Insert ebenfalls
gemischt und mit 10 µl T4 DNA Ligation Buffer auf 20 µl aufgefüllt. Anschließend wurde 1 µl
T4 DNA Ligase dazugegeben und das Reaktionsgefäß nach gründlichem Mischen 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte die Transformation.

3.2.18.4 Herstellung kompetenter Bakterien

Für die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurde der entsprechende Stamm E.coli
zunächst auf Antibiotika Sensitivität getestet und - sobald diese sicher gestellt war, eine einzelne
Kolonie zur Animpfung von 5 ml sterilem, antibiotikafreiem 1x LB-Medium genutzt. Am
nächsten Tag wurden 500 ml steriles LB-Medium mit der Vorkultur beimpft und bei 37°C
unter ständigem Schütteln inkubiert bis die optische Dichte (OD600) zwischen 0,3 und 0,4 lag.
Dann wurde die Bakteriensuspension auf Eis heruntergekühlt und die Zellen mittels einer 20
minütigen Zentrifugation bei 5 000 rpm und 4°C in einem Sorvall GSA Rotor pelletiert.
Anschließend wurde das Pellet in 125 ml einer eiskalt vorgekühlten, sterilen 100 mM MgCl2
Lösung resuspendiert, erneut zentrifugiert und anschließend in 25 ml einer eiskalten, sterilen 100
mM CaCl2 Lösung aufgenommen. Weitere 225 ml eiskalte CaCl2 Lösung wurden inzugegeben
und die Bakterien für mindestens 20 min auf Eis inkubiert, dann erfolgte die letzte Zentrifugation.
Anschließend wurden die Zellen in 10 ml einer eiskalten, sterilen Lösung bestehend aus 85
mM CaCl2 und 15% (w/w) Glycerin resuspendiert, in 100 µl Aliquots abgefüllt, die sofort in
Flüssigstickstoff schockgefroren wurden und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert.

3.2.18.5 Transformation

Für die Transformation wurden kompetente E. coli Bakterien eingesetzt, die bei -80°C gelagert
worden waren. Pro Reaktionsansatz wurden 100 µl Bakteriensuspension auf Eis aufgetaut und
dann direkt zum Ligationsansatz gegeben. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis, damit
sich die DNA an die Bakterienzellwand anlagern konnte, erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C für
45 sec, der die Membrandurchlässigkeit erhöhte und so die Aufnahme der DNA in die Zelle
ermöglichte.
Anschließend wurden die Bakterien wieder herabgekühlt, 1 ml 1x LB-Medium wurde hinzuge-
fügt, und die Zellen inkubierten für 1 Stunde bei 37 °C wobei sie mit ca. 180 rpm geschüttelt
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wurden. Nach dieser Zeit wurde der Transformationsansatz auf Agar-Platten mit Selektions-
medium (zum Beispiel 1x LB, versetzt mit 100 µg/ml Ampicillin oder 30 µg/ml Kanamycin)
aufgebracht, verteilt und nach einer kurzen Trocknungsphase über Nacht bei 37°C inkubiert.

3.2.18.6 Mini-Präparation von DNA

Zur Analyse von gewachsenen Bakterienkolonien auf LB-Agarplatten wurden einzelne Kolo-
nien steril gepickt und 2-5 ml 1x LB-Flüssigmedium mit dem entsprechenden Antibiotikum
angeimpft. Nach 12-16 Stunden Inkubation bei 220 rpm und 37°C wurden die Zellen in ein
2 ml Eppendorfreaktionsgefäß überführt und bei 20 000 xg für 5 min pelletiert. Das Pellet
wurde in 150 Resuspensions-Puffer aufgenommen, 150 µl Lysis-Puffer wurden zugegeben, das
Tube wurde sorgfältig invertiert und die Lysereaktion mit 150 µl Neutralisations-Puffer durch
erneutes Invertieren abgestoppt.
Anschließend wurden die Reaktionsgefäße für 10 bis 20 Minuten bei 20 000 xg zentrifugiert, der
Überstand in eine neues Tube überführt, mit 400-900 µl eiskaltem 100%igem Ethanol versetzt
und gevortext. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Überstand verworfen und das (meist
unsichtbare) Pellet mit 1-2 ml 70%igem Ethanol gewaschen. Nach 5 min bei 20 000 xg Zentrifu-
gation könnte der Überstand abgenommen und die DNA getrocknet werden, dann wurde sie
in 30-50 µl Tris-Puffer oder einer anderen wässrigen Lösung (TE etc.) aufgenommen und am
Nanotrop der DNA-Gehalt bestimmt.

3.2.18.7 Maxi-Präparation von DNA

Zur Aufreinigung bereits analysierter DNA in größerem Maßstab wurden silikatsäulenbasie-
rende Kits eingesetzt, um eine möglichst hohe Reinheit zu Erreichen und die Qualität der
Nukleinsäuren zu erhalten. Für die Produktion von Plasmiden zur Herstellung von Lentiviren
wurde zudem ein System genutzt, dass die Kontamination mit Endotoxin vermindert. Bei
beiden Präparationsverfahren wurden 600 ml 1x LB-Medium mit der für die transformierten
Bakterien passenden Antibiotikakonzentration versetzt und angeimpft, die Kulturen wurde je
nach Vektor bei 30 bis 37°C für 12 bis 18 Stunden und 220 rpm inkubiert.
Nach einer 20 minütigen Zentrifugation bei 5 000 rpm und 4°C in einem Sorvall GSA Rotor
wurde das Pellet in 2 ml Puffer RES-EF aufgenommen und sorgfältig gelöst. Nach nicht länger
als 5 min andauernder alkalischer Lyse durch Zugabe von 24 ml LYS-EF-Puffer und Invertieren
wurde die Reaktion durch Zugabe von 24 ml Neu-EF-Puffer abgestoppt und die Säulen mit 35
ml EQU-EF-Puffer befeuchtet und equilibriert, während die lysierte Bakterienlösung 5 min lang
auf Eis inkubierte. Anschließend wurde sie auf die Säulen aufgetragen und der Zellstofffilter
nach Durchtropfen der Lösung mittels 10 ml FIL-EF-Puffer gespült, bevor er verworfen wurde.
Anschließend wurde die Säule mit 90 ml ENDO-EF-Puffer und danach mit 45 ml WASH-EF-
Puffer gewaschen und die DNA mit 15 ml Elutionslösung ELU-EF-Puffer eluiert.
Die Präzipitation der Nukleinsäure erfolgte durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol, nach sorg-
fältigem Mischen wurde die Lösung langsam durch den NucleoBond-Finalizer-Filter gedrückt
und dieser anschließend mit 5 ml 70%em Ethanol gewaschen. Nach Trocknung konnte die DNA
mit einem trishaltigen Puffer eluiert und in einem Eppendorfreaktionsgefäß gesammelt werden,
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bevor die Konzentration mittels photometrischer Messung bestimmt und die Qualität der DNA
durch Restriktionsanalyse und Auftragen in einem Agarosegel bestätigt werden konnte.

3.2.19 Zellkultur zur Virusproduktion

Neben den Versuchen mit humanen primären Zellen wurde in dieser Arbeit auch eine Zelllinie
für die Produktion von Lentiviren eingesetzt. Es handelt sich dabei um HEK-293T-Zellen, die
freundlicherweise von Prof. Dr. Hans Will (Heinrich-Pette-Insitut Hamburg) zur Verfügung
gestellt wurden.
293T Zellen sind eine Weiterentwicklung der HEK (Humanen Embryonalen Kidney)-Zellinie,
die in den frühen 1970ern von Alex van der Eb generiert wurde, indem normale, bei einer legalen
Abtreibung gewonnene, humane embryonale Nierenzellen mit Adenovirus 5 DNA transfomiert
wurden. Das virale Genom wurde in Chromosom 19 eingebaut und die Zellen anschließend
weiter modifiziert, indem das Gen für das polyomavirale SV40 T-Antigen inseriert wurde, diese
Zellen werden als 293tsA1609neo oder 293T bezeichnet und sind durch die Expression des
hexameren Proteins leichter zu transformieren. Das DNA-Profil der hypertriploiden Zelllinie
lautet: Amelogenin: X; CSF1PO: 11,12; D13S317: 12,14; D16S539: 9,13; D5S818: 8,9; D7S820:
11,12; THO1: 7,9.3; TPOX: 11 und vWA: 16,19. Auch mit diesen Zellen wurde nur gearbeitet,
wenn sie mykoplasmenfrei waren, dabei wurde folgendes Medium eingesetzt:

Substanz finale Konzentration

DMEM 1x
Penicillin 100 E/ml

Streptomycin 0,1 g/l
L-Glutamin 2 mM

Natriumpyruvat 1 mM
HEPES pH 7,3 20 mM

FBS 10%

3.2.20 Produktion, Aufreinigung und Verwendung von Lentiviren

Alle Arbeiten mit Lentiviren wurden nach behördlicher Genehmigung und unter Anwendung
der geltenden Sicherheitsmaßnahmen in einem S2-Labor durchgeführt. Produktion, Lagerung,
Verwendung und Entsorgung entsprechend der LaGeSo-Vorgaben im Formblatt-Z dokumen-
tiert und das Arbeitsgerät besonders markiert und getrennt von S1-Material gelagert, um jede
Kontamination zu vermeiden.
Für die Produktion von Lentiviren wurden die 293T-Zellen in 175cm2-Zellkulturflaschen aus-
gesetzt und bis auf 60%ige Konfluenz herangezogen, wobei darauf geachtet wurden, dass
die Zellen durch sogenannte Zellseparatoren gefiltert worden waren, um sie möglichst zu
vereinzeln. Außerdem wurden die Kulturflaschen vor Verwendung mit 2%iger steriler-Gelatine-
PBS-Lösung 2 Stunden bei 37°C inkubiert, um die Adhärenz der Zellen zu erhöhen.
Für die Tripel-Transfektion mit den lentiviralen Expressionsvektoren wurde das 4,5g/L-Glucose-
haltige Zellkulturmedium gegen 1,0 g/L-Glucose-haltiges DMEM ausgetauscht, da dies zu-
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sätzlich die Adhärenz der Zellen verbessert. Steriles Wasser wurde mit Kalziumchloridlösung
und der DNA unter Vortexen gemischt, bevor tröpfchenweise 2x HBS-Puffer zugegeben wurde,
wobei die Lösung weiter kontinuierlich gevortext wurde.
Die eingesetzte Menge an Plasmid-DNA, die das Hüllprotein, beziehungsweise den Ver-
packungsanteil des Virus beziehungsweise die spezifische shRNA kodiert, kann der nach-
folgenden Tabelle entnommen werden.

Ober- 2,5 M Packvektor Hüllvektor shRNA- Menge

fläche ddH2O CaCl2 psPAX2 pMD2VSVg Vektor DNA 2x HBS

Gefäß in cm2 in µl in µl in µg in µg in µg in µg in µl

6 cm 21 496 55 4.3 1.4 5.7 11 554

10 cm 55 1300 145 11.25 3.75 15 30 1450

15 cm 150 3545 395 30.7 10.2 40.9 82 3955

T-25 25 591 66 5.1 1.7 6.8 14 659

T-75 75 1773 198 15.3 5.1 20.5 41 1977

T-175 175 4136 461 35.8 11.9 47.7 95 4614

Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde unter dem Mikroskop kontrolliert, dass
sich feine Kristallsedimente gebildeten hatten, dann wurde die Lösung sehr langsam zu den
Zellen getropft und diese für 24 Stunden bei 37°C inkubiert.
Nach vorsichtigem Absaugen des Mediums wurden die Zellen nun mit Viren-Medium bedeckt,
dessen Zusammensetzung der folgenden Tabelle entnommen werden kann:

Substanz finale Konzentration

DMEM 4,5 g/L Glucose 1x
Penicillin 100 E/ml

Streptomycin 0,1 g/l
L-Glutamin 2 mM

Natriumpyruvat 1 mM
HEPES pH 7,3 20 mM

FBS 10%
steriles BSA gelöst in DMEM 1%

Nach 24 Stunden wurde der nun idealerweise stark gelb-gefärbte Überstand abgenommen, bei
1000 x g zentrifugiert, durch ein 0,45 µm-Filter gefiltert und bei 4°C gelagert. Die Zellen wurden
mit neuem Virenmedium bedeckt und weitere 24 Stunden inkubiert, bevor der Überstand ein
weiteres Mal abgenommen, zentrifugiert und gefiltert und beide Überstände vereinigt wurden.
Anschließend wurde das virenhaltige Medium 2 Stunden bei 4°C und 100 000 xg ultrazentri-
fugiert, der Überstand abgenommen und die Viren mit einem Hunderstel des ursprünglichen
Volumens an Medium bedeckt. Durch 4 stündiges, kontinuierliches Schütteln bei 220 rpm
wurden die Viren vorsichtig vom Boden der Zentrifugienröhrchen gelöst, dann in geeignete
Kryogefäße mit Schraubverschluss aliquotiert und bei -80°C gelagert.

51



3 Material und Methoden

Für die Transduktion von humanen mesenchymalen Stammzellen wurden Aliquots mit den
Lentiviren vorsichtig aufgetaut und mit einer sterilen Protaminsulfatlösung gemischt (finale
Konzentration im Zellkulturmedium war 10 µg/ml Protaminsulfat). Da das thrombozytenhal-
tige Kulturmedium bei Zugabe dieser Substanz geliert, wurde es abgenommen und die Zellen
mit 20%FCS-αMEM bedeckt. Anschließend wurden die Viren zugegeben und die MSCs für 24
Stunden bei 37°C inkubiert, bevor die Zellen gewaschen und wieder mit thrombozytenhaltigem
Kulturmedium bedeckt wurden.
Wichtig bei der Transduktion der Zellen für einen lentiviralinduzierten Proteinknockdown
war eine maximal 20%ige Konfluenz der MSC, nach Transduktion wurden die Zellen bis zur
60%igen Konfluenz hochgezogen und anschließend dünn in die gewünschten Zellkulturgefäße
für die Durchführung der Versuche gesplittet.

3.2.21 Tierexperimentelles Arbeiten

Nach entsprechender Beantragung und Genehmigung durch die zuständige Behörde (LaGeSo
G0028/11, Berlin) sowie entsprechend der vorgeschriebenen Leitlinien der Charité Universitäts-
medizin für die Haltung von Versuchstieren wurden sämtliche Versuche durch entsprechend
geschulte Mitarbeiter gemäß der geltenden Richtlinien durchgeführt. Dabei wurden zehn Wo-
chen alte Mäuse (C57Bl/6JRccHsd, erworben von Harlan Winkelmann, Deutschland) über einen
Zeitraum von 37 Tagen jeden dritten Tag intraperitoneal mit 1,5 mg/kg Rapamycin behandelt.
Die Spiegel des Wirkstoffs wurden während des Versuchs im Serum mit Hilfe eines Mikro-
partikel Assays (ARCHITECT; Abbott) kontrolliert. Nach Versuchsdurchführung wurden die
Tiere ausgeblutet, eröffnet und die Aorten herauspräpariert. Diese wurden in Flüssigstickstoff
schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.2.22 Immunfluoreszenzfärbung von Kryoschnitten

Kryoschnitte von 6 µm Dicke der Aorten wurden in Tissue-Tek®O.C.TTM Compound von Sa-
kura an einem CM1900 Leica Kryostat bei -24°C hergestellt und über Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet, bevor sie für mehrere Stunden bei -80°C gelagert wurden. Zur Fixierung wurden die
Schnitte 20 min in eiskalten Aceton inkubiert, getrocknet und zweimal mit 1x PBS gewaschen.
Unspezifische Bindestellen wurden durch 4 stündiges Blocken in 5% Kaninchenserum in PBS
bei Raumtemperatur abgesättigt, bevor die Inkubation mit den entsprechenden Antikörpern
unten den in Abschnitt 8.6.3 auf Seite 152 angegebenen Bedingungen erfolgte.
Nach dreimaligem gründlichem Waschen in PBS erfolgte die Inkubation mit dem Alexa Fluor-
konjugierten Sekundärantikörper in 3% Ziegenserum für zwei Stunden ebenfalls bei Raumtem-
peratur, bevor die Zellkerne mit 2 µg/ml DAPI gefärbt, die Schnitte mit TBS gewaschen und
mit AquaPolymount eingebettet wurden. Analysiert wurden die Schnitte an einem Axio Imager
A1 Immunfluoreszenzmikroskop von Zeiss mit entsprechender Kamera-Ausstattung.
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3.2.23 Statistische Auswertung

Bei allen quantitativen oder semi-quantitativen Messungen wurden die Primärdaten aus den
entsprechenden Pogramme in Excel übertragen und auf dem Fileserver der Arbeitsgruppe hin-
terlegt, bevor sie zur Varianzanalyse (ANOVA von englisch analysis of variance) in GraphPad
Prism übertragen und ausgewertet wurden.
Bei der Messung zweier Gruppen (etwa Behandlung mit Wachstumsfaktoren und Behandlung
mit einem pharmakologischen Inhibitor) wurde für die statistische Analyse der Zwei-Weg-
ANOVA gewählt, der berechnet, ob es einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
gibt. Um zu charakterisieren, welche Gruppe sich unterscheiden, wurde ein Post-Hoc Test
angewandt, der Tukey-Kramer Test, wenn alle Parameter paarweise verglichen werden sollten,
der Bonferroni Test, wenn eine bestimmte Anzahl von Werten paarweise analysiert werden
sollte und der Dunnett Test, wenn alle Gruppe mit einer bestimmten Kontrollgruppe verglichen
werden sollten.
Das angewendete Rechenverfahren sind ebenso wie die Signifikanzwerte (p-Werte) bei den
entsprechenden Grafiken angegeben.
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4.1 Charakterisierung humaner MSC

Humane mesenchymale multipotente Stromazellen können nicht durch einen einzigen defi-
nierten Oberflächenmarker identifiziert werden, wie dies bei anderen Zellen möglich ist. Die
Internationale Gesellschaft für Zelltherapie hat daher Minimalkriterien definiert, die eine Zell-
population erfüllen muss, um als MSC-Kultur zu gelten24 (Dominici et al. [99]).
Aus Knochenmark isolierte mononukleäre Zellen, die an Plastik adhärieren, müssen sich in
Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten differenzieren lassen, damit sichergestellt ist, dass
die Zellen ein multipotentes Differenzierungspotential haben.
Des Weiteren dürfen sie keine Oberflächenmarker für Endothelzellen, Leukozyten oder hämoto-
poietische Stammzellen aufweisen (weniger als 2% der Zellen dürfen CD11b oder CD14, CD19
oder CD79α, CD34, CD45 und HLA-DR exprimieren). Außerdem müssen mehr als 95% der
Zellpopulation die Oberflächenmarker CD73, CD95 und CD105 exprimieren, eine Kombination,
die eine einheitliche Population von isolierten Zellen bestätigt.

4.1.1 Oberflächenmarker-Analyse

Die Untersuchung der Oberflächenmoleküle von gewonnen Stromazellen wurde mittels Durch-
flusszytometrie durchgeführt, wobei jede Zellpräparation in mehreren Passagen analysiert
wurde. Nur Zellen, die wie im gezeigten Beispiel in Abbildung 4.1.1, ein einheitliches Bild von
Oberflächenmarkern mit positivem Nachweis für CD73, CD95 und CD105 und ohne Nachweis
von Endothelzellmarkern, Leukozyten- oder hämotopoitischen Stammzellmarkern wurden für
die Versuche eingesetzt.
Ein repräsentatives Beispiel einer solchen Untersuchung ist in Abbildung 4.1.1 zu sehen. Neben
den drei Markern CD73, CD90 und CD105, die von mehr als 95% der Zellen exprimiert wurden,
sind darüber hinaus die sechs verschiedenen Analysen für Oberflächenmarker dargestellt, die
nicht beziehungsweise kaum von den Zellen exprimiert wurden. Zellen, die ein solches Profil
ergaben, wurden anschließend auf ihr multilinieäres Differenzierungspotential untersucht.
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Abbildung 4.1.1: Durchflusszytometrie-Analyse von hMSC

Repräsentative Untersuchung einer einzelnen Zellpräparation in Passage 2 für die notwendigen
Oberflächenmarker. Um die unspezifisch an den Zellen bindenden Antikörper zu identifizieren,
wurde für jeden Antikörper der ensprechende Isotyp mitgemessen. Gefüllte Kurven zeigen den
Isotyp an, farbige, ungefüllte Kurven stehen für die Menge an Zellen entsprechend der Intensität
des abgegebenen Fluoreszenzsignals. Die X-Achse enspricht dem Intensitätssignal, die Y-Achse der
Anzahl an gemessenen Zellen.

4.1.2 Multilinieäres Differenzierungspotential

4.1.2.1 Adipozytäre-Differenzierung

Die Differenzierung in Adipozyten erfolgte unter den in Abschnitt 3.2.3 auf Seite 36 genannten
Bedingungen in circa vier Wochen. Anschließend wurden die Zellen fixiert und mit Oil-Red-O
gefärbt, bevor sie im Vergleich zu einer Schale gefärbter, nicht-differenzierter Zellen mikro-
skopiert wurden. Während die Zellen unter Kontrollmedium ihre typische langgestreckte,
spindelförmige Gestalt behielten, zeigten sich bei Adipozyten-Medium nach zwei bis drei Wo-
chen Zellen mit durchsichtigen, hellen Vakuolen, die im Laufe der Zeit größer und zahlreicher.
Die Inkubation mit Oil-Red-O-Färbelösung färbte diese Tröpfchen leuchtend rot (Abbildung
4.1.2).

Abbildung 4.1.2: Oil-Red-O-Färbung von zu Adipozyten-Differenzierten
MSC

Representative Darstellung einer MSC-Präparation, A mit Kontrollmedium kultiviert, B und C vier
Wochen nach Induktion der adipoblastären Differenzierung und anschließender Oil-Red-O-Färbung
aufgenommen. B und C: Fettgefüllte Vakuolen werden in der Oil-Red-O-Färbung leuchtend rot
dargestellt. Vergrößerung: A und B 40x, C 100x
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4.1.2.2 Chondroblastäre-Differenzierung

Für die Überprüfung der chondroblastären Differenzierbarkeit von MSC wurden diese vier
Wochen in Pellet-Kulturen oder in 3D-Gelen mit Chondrozyten-Medium kultiviert. Anschlie-
ßend erfolgte die Analyse mittels Western-Blot oder Alcian-Blau-Färbung (siehe Abbildungen
4.1.3 und 4.1.4). Nachgewiesen wurde im Western-Blot das Chondroblasten-spezifische Protein
Kollagen IIA1, indem Proteinlysate von differenzierten und undifferenzierten Zellen mittels
Gelelektrophorese separiert und mit Kollagen IIA1-Antikörper die Expression des Proteins
dargestellt wurde (Abbildung 4.1.3).

Abbildung 4.1.3: Western-Blot Analyse von Chondroblastärer Differenzie-
rung

Western-Blot-Analyse von zwölf verschiedenen humanen MSC-Präparationen, die vier Wochen lang
mit Chondrozyten-Induktionsmedium (CM) in konischen Zentrifugenröhrchen inkubiert wurden
und den jeweils zugehörigen, nicht behandelten Kontrollen. Neben der Ladekontrolle mit GAPDH
wurde die Expression von Kollagen II als spezifischem Knorpelmarkerprotein analysiert. Minus
kennzeichnet nicht behandelte Zellen, Plus steht für die Behandlung mit CM.

Für den Nachweis der typischen knorpelspezifischen Glykoproteine mit Alcian-Blau wurden
undifferenzierte MSCs in 3-D-Gel ausgesäht und für vier Wochen mit Chondroblasten Medium
inkubiert. Nach Fixierung und Färbung der Wells zeigte sich eine deutliche Blaufärbung der
differenzierten Zellen im Vergleich zu undifferenzierten MSCs (Abbildung 4.1.4).

Abbildung 4.1.4: Alcian-Blau-Färbung von chondroblastärer Differenzierung

Fotographische Dokumentation der Alcian-Blau-Färbung von 3-D-Gelen mit MSCs nach 4-wöchiger
Behandlung mit Kontrollmedium beziehungsweise Chrondroblastendifferenzierungsmedium. Die
Anreicherung von Alcian Blau nach der Inkubation zeigt die Expression von Knorpelmatrix und
spricht für die Differenzierung der Zellen. Bei den mit Kontrollmedium behandelten Zellen ließ sich
das gefärbte Gel während des Waschens wieder entfärben.
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4.1.2.3 Osteoblastäre Differenzierung

In Anlehnung an zahlreiche Protokolle (Ozawa et al. [347]; Ohgushi et al. [336]; Igarashi et
al. [178]; Kihara et al. [216]; Perinpanayagam et al. [358]; Maniatopoulos et al. [287]; Kulterer
et al. [240]) wurde die Differenzierung in knochenmaterial-bildende Zellen (Osteoblasten)
induziert, indem die Zellen 2-4 Wochen lang alle drei Tage mit frischem Osteoblastenmedium
versorgt und nicht gesplittet wurden. Das Medium bestand aus DMEM, 1% FCS, 2 mM L-
Glutamin und zusätzlich 500 µM 2-Phospho-L-Ascorbinsäure und 10 mMβ-Glycerophosphat als
Phosphatquelle. Außerdem wurde 0,1 µM Dexamethason eingesetzt, da dieses Glukokortikoid
die Proliferation inhibiert und die ALP-Aktivität stimuliert (Eijken et al. [108]). Für den Nachweis
der Differenzierung wurde anschließend eine Alizarinfärbung durchgeführt. Die Intensität der
Rotfärbung konnte als grober quantitativer Nachweis für abgelagertes Kalziumhydroxylapatit
ausgewertet werden; dies wurde fotografisch dokumentiert (Abbildung 4.1.5).

Abbildung 4.1.5: Alizarinfärbung bei osteoblastärer Differenzung von MSC

A: Kontrollfärbung, die Zellen nach Kultivierung in normalem Kulturmedium ohne osteoblastäres
Induktionsmedium zeigt, B: Aufnahme Zellen nach 10-tägiger Kultivierung in Osteoblastenmedium.
C: Aufnahme einer Kultur, die 4 Wochen lang mit Osteoblastenmedium inkubiert und anschließend
Alizarin gefärbt wurde. Das gebildete Apatit zeichnet sich durch die intensive rote Färbung aus.
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4.2 In vitro Modell für arteriosklerotische Zellveränderungen

Für die Analyse der arteriosklerotischen Gefäßveränderungen wurde ein Zellkulturmodel eta-
bliert, das aus humanen primären multipotenten Zellen mit Stammzellcharakter bestand, den
mesenchymalen Stromazellen. Diese sind sowohl Vorläufer der glatten Muskelzellen als auch
der Osteoblasten, haben demnach sowohl die Fähigkeit, in die physiologisch sinnvollen Zellen
einer Gefäßwand zu differenzieren, als auch zur Entstehung von knochenähnlichen Strukturen
beizutragen. Im menschlichen Körper dienen sie als Vorläuferzellen nicht nur für die Entwick-
lung der entsprechenden Gewebe, sondern sind durch ihre regenerativen Fähigkeiten auch
wichtiger Bestandteil von Heilungsprozessen und in vielen Geweben zu finden.
Um arteriosklerotische Gefäßveränderungen in einem Zellkulturmodell analysieren zu können,
wurde für die Zellen ein Mikromilieu erschaffen, das an die pathophysiologischen Bedingungen
in der Gefäßwand angepasst war. Neben der Versorgung mit Glukose entsprechend einer Kon-
zentration, wie sie für den erhöhten Blutzuckerspiegel bei Diabetes gemessen werden kann (25
mM), wurde den Zellen durch β-Glycerophosphat, Phospho-Askorbinsäure und Dexamethason
auch die nötigen Voraussetzung geboten, um osteoblastär differenzieren zu können.
Im pathologischen Kontext werden die Zellen neben einer erhöhten Phosphatkonzentration der
Umgebung auch durch Zytokine beeinflusst, deren Konzentration von der gesunden Situation
abweichen kann, wie für Arteriosklerose und Atherosklerose gezeigt wurde (Fiotti et al. [117],
Tedgui et al. [475], Young et al. [540]). Neben inflammatorischen Zytokinen, wie den Interleu-
kinen, wurden auch einige Wachstumsfaktoren mit kalzifizierenden Gefäßerkrankungen in
Verbindung gebracht, darunter CTGF, FGF-2, FGF-23, PDGF-BB oder TGF-β1 (Raines et al. [379],
[380], Oemar et al. [333], [334], [332], Xu et al. [528]). Besonders die erhöhte Konzentration von
bestimmten Wachstumsfaktoren in atherosklerotischen Gefäßläsionen impliziert ihre Bedeutung
für pathologische zelluläre Differenzierungsprozesse. Des Weiteren wird die Wirkung von
Wachstumsfaktoren über Signalkaskaden vermittelt, die entweder direkt oder indirekt auch die
Aktivität des mTOR-Netzwerks beeinflussen (Kim et al. [220]). Um eine möglichst wirklichkeits-
nahe Situation zu schaffen und auch die Aktivität des mTOR-Netzwerks unter Bedingungen zu
modulieren, die zellphysiologisch relevant sind, wurden daher auch Wachstumsfaktoren zur
Inkubation eingesetzt und ihre spezifische Wirkung auf die Aktivität des mTOR-Netzwerks
sowie ihre Beeinflussung der osteoblastären Kalzifzierung analysiert.

4.2.1 Pharmakologische mTORC1-Blockade durch Rapamycin

4.2.1.1 Analyse von pp70-S6 zur Dosisfindung

Um den Wirkstoff Rapamycin für Versuche zur osteoblastären Differenzierung einzusetzen,
wurden zunächst Dosisreihen durchgeführt, um eine möglichst geringe und gleichzeitig wirk-
same Konzentration zu finden, die während einer circa dreiwöchigen Behandlung der Zellen
eingesetzt werden konnte.
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Abbildung 4.2.1: Wirkweise von Rapamycin und Western-Blot der Dosisreihe

A: Schema, das die Wirkung von Rapamycin auf das mTOR Netzwerk zeigt. Daneben die Struktur-
formel der Substanz. B: Western-Blot-Analyse der Dosisreihe. Humane mesenchymale Stromazellen
wurden für 24 Stunden mit der angegebenen Konzentration an Rapamycin inkubiert. Anschließend
erfolgte mittels Western-Blot-Verfahrens die Bestimmung der Proteinphosphorylierung. Proben, die
mit 0 nM Blocker behandelt wurden, erhielten eine Inkubation mit dem Lösungsmittel DMSO

Da Rapamycin mTORC1 blockiert und so die Phosphorylierung von p70-S6 am Aminosäurerest
Threonin389 verhindert, wurde mittels Western-Blot-Analyse untersucht, ab welcher Konzentra-
tion diese Phosphorylierung nicht mehr nachzuweisen war (Abbildung 4.2.1).
Die Konzentrationsanalyse zeigte, dass Rapamycin schon bei 5 nM für die Phosphorylierungs-
stelle Threonin389 am Protein p70-S6 Kinase seine volle inhibitorische Wirkung entfaltete. In Pa-
tienten wird zur dauerhaften Immunsuppression nach einer Organtransplantation ein Vollblut-
Talspiegel von 4-12 ng/ml Rapamycin empfohlen25. Spitzenspiegel sollten nicht höher als
12-20 ng/ml liegen. Dies enspricht einer Konzentration von 20 nM (das Molekulargewicht von
Rapamycin beträgt 914,172 g/mol).
Daher wurde für die Zellkulturversuche in dieser Arbeit eine Dosis von 20 nM gewählt, um den
therapeutischen Blutspiegeln zu entsprechen.

4.2.1.2 Osteoblastäre Differenzierung unter mTORC1-Inhibition

Der Einfluss des mTORC1-Inhibitors Rapamycin bei der osteoblastärer Differenzierung von
MSCs über einen längeren Zeitraum wurde analysiert, indem verschiedene Konzentrationen
eingesetzt und sowohl die Aktivität der ALP nach sieben Tagen als auch die Menge an abgela-
gertem Kalzium nach 21 Tagen gemessen wurden. Auch eine Kontrolle mit dem Lösungsmittel
DMSO wurde mitgeführt. So konnte ausgeschlossen werden, dass es zu einem ungewollten
toxischen Effekt des Vehikels kam. Die Messung der alkalischen Phosphatase (Abbildung 4.2.2)
zeigte eine von der Rapamycindosis abhängige Reduktion der Aktivität des osteoblastären
Markerenzyms. Übereinstimmend mit diesen Beobachtungen nahm die nachweisbare Menge
an Kalziumablagerungen mit höheren Dosen an Rapamycin ab.

60



4.2 In vitro Modell für arteriosklerotische Zellveränderungen

Da die klinisch relevante Konzentration von 20 nM bereits eine deutliche Wirkung auf ALP-
Aktivität und Kalziumablagerung zeigte und auch bei der Untersuchung im Western-Blot einen
sicheren Effekt hatte, wurde diese Konzentration in allen weiteren Versuchen eingesetzt.

Abbildung 4.2.2: ALP und Kalziumanalyse bei Rapamycinbehandlung

A: Analyse der enzymatischen Aktivität von ALP nach sieben Tagen und B: der Ablagerung von
Kalzium nach 21 Tagen Behandlung mit Kontroll- oder Osteoblastenmedium und der angegebenen
Konzentration des mTORC1 Inhibitors Rapamycin. Als Lösungsmittelkontrolle wurde DMSO
eingesetzt. Alle Proben wurden entsprechend ihres Proteingehaltes normalisiert, es handelt sich bei
ALP um vierfach, bei Kalzium um zweifach Bestimmungen, angegeben sind Mittelwerte und SEM.

4.2.2 Osteoblastäre Differenzierung mit Wachstumsfaktoren und
mTORC1-Blockade

4.2.2.1 Morphologische Veränderungen bei osteoblastärer Differenzierung unter
Zytokinstimulation

Die Plastizität und Differenzierbarkeit der Zellen unter beeinflussenden urämischen Zytokinen
wurde durch Behandlung mit unterschiedlichen Wachstumsfaktoren ergündet. Bereits während
einer einwöchigen Behandlung konnten deutliche Unterschiede in der Morphologie der Zellen
festgehalten werden.
Zellen, die mit FGF-2 oder PDGF-BB behandelt wurden, wiesen eine stark ausgeprägte Spindel-
form auf, wobei PDGF-BB behandelte MSC eine größere Zahl von dünnen, langen Zellausläufern
ausformten und FGF-2 inkubierte Zellen noch etwas schmäler erschienen. TGF-β1 behandelte
Zellen entwickelten dagegen eine stark ausgebreitete, flächige Struktur mit prominentem Zy-
toskelett in Form von sogenannten „Stressfasern“.
Im Vergleich zu den morphologischen Veränderungen durch die anderen Wachstumsfakto-
ren waren die Veränderungen durch die Zytokine CTGF und FGF-23 schwächer ausgeprägt,
wenngleich die Zellen auch hier eine leicht gestreckte, schmalere Form aufwiesen als unter
Kontrollbehandlung (Abbildung 4.2.3 A bis L).
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Abbildung 4.2.3: MSC Morphologie bei Differenzierung

A bis F zeigen humane mesenchymale Stromazellen nach 3 tägiger Behandlung mit den entspre-
chenden Wachstumsfaktoren und unter Zugabe des Lösungsmittels DMSO. In G bis L ist die
Behandlung mit 20 nM Rapamycin dokumentiert. M bis X zeigen ebenfalls MSC nach Inkubation
mit den Wachstumsfaktoren, jedoch nach 18-tägiger osteoblastärer Differenzierung. M bis R mit
DMSO-Behandlung, S bis X mit Rapamycinbehandlung

Humane mesenchymale Stromazellen weisen per se das Potential zur Differenzierung in osteo-
blastenähnliche Zellen auf. Um diesen Prozess in der Zellkultur zu simulieren, wurden undiffe-
renzierte MSC mit Osteoblastenmedium behandelt. Dieses bestand aus DMEM, 1% FCS, 2 mM
L-Glutamin und zusätzlich 500 µM 2-Phospho-L-Ascorbinsäure und 10 mM β-Glycerophosphat.
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Diese Substanzen dienen den Zellen als Phosphatquelle. Außerdem wurde 0,1 µM Dexa-
methason eingesetzt. Dieses Glukokortikoid stimuliert die ALP-Aktivität und simuliert die
physiologischen Bedingungen bei der Knochenbildung (Eijken et al. [108]) (siehe Abschnitt
3.2.3.3 und 4.1.2.3).
Nach ungefähr 2 bis 3 Wochen zeigten sich charakteristische Veränderungen: die Zellen verlo-
ren die spindelförmige Gestalt, die sie mit Kontrollmedium beibehielten, wurden runder und
zeigten einen hell vom Zytoplasma abgesetzten, großen Zellkern.
Im Laufe der Inkubation entstanden vermehrt kristalline Strukturen, abhängig davon, ob die
Zellen zusätzlich zu Osteoblastenmedium mit einem Wachstumsfaktor behandelt worden waren,
in unterschiedlicher starker Mengen.
So zeigten sich beispielsweise bei FGF-2 und PDGF-BB Inkubation deutlich mehr körnige Abla-
gerungen als bei Zellen, die mit CTGF oder FGF-23 behandelt worden waren. Bei diesen vier
Wachstumsfaktoren waren die Ablagerungen stärker ausgeprägt als bei Osteoblastenmediumbe-
handlung alleine.
Anders verlief der Prozess bei TGF-β1, dessen Inkubation zu weniger starken Zellveränderun-
gen führte als die Behandlung bei Osteoblastenmedium ohne diesen Faktor.
Die MSC wiesen weniger eine rundliche, als eine flächige, an den Rändern durch viele Ausläufer
ausgefranst erscheinende Struktur auf, zeigten keine kristallinen Ablagerungen und proliferier-
ten augenscheinlich langsamer als vergleichbar lang inkubierte Zellen ohne Wachstumsfaktor
(Abbildung 4.2.3 M bis X).

4.2.2.2 Alizarinfärbung

Zur Bestätigung, dass es sich bei den mikroskopisch beobachteten, hellen kristallinen Strukturen
(siehe Abbildung 4.2.3) um Ablagerungen von knochenähnlicher Matrix handelt, wie sie von
osteoblastär differenzierten Zellen produziert wird, wurde eine Färbung für Kalziumhydroxyla-
patit mit Alizarin-Rot durchgeführt. Bei dieser Färbung werden Kalziumhydroxylapatitablage-
rungen als rötlich-dunkler Niederschlag dargestellt.
Im Vergleich zu hellen, ungefärbten Zellen waren auf den mit Osteoblastendifferenzierungs-
medium behandelten Zellen orange-rote Ablagerungen auszumachen (Abbildung 4.2.4). Dies
war bei Kontrollmediumbehandlung nicht der Fall. Bei der Behandlung mit CTGF konnte kein
zusätzlicher Effekt durch den Wachstumsfaktor festgestellt werden, bei FGF-23 fand sich eine
deutliche Veränderung des Monolayers. Die Zellen zeigten einzelne, kleinere Flecken roter
Kalziumhydroxylapatitablagerungen. Sie wiesen außerdem eine stärkere Lichtbrechung durch
beginnende Bildung kristalliner Strukturen auf. Bei der Inkubation der Zellen mit FGF-2 und
PDGF-BB zeigte sich eine starke Anhäufung von Apatit; die Zellen waren mit einem fast schon
schwärzlich angefärbten Material überzogen. Bei PDGF-BB war dies ausgeprägter als bei FGF-2.
Anders verhielt es sich, wenn die Zellen mit TGF-β1 behandelt wurden. Hier zeigte sich ähn-
lich wie bei Zellen, die mit Kontrollmedium behandelt worden waren, fast keine Ablagerung
Kalziumhydroxylpatitablagerungen. Bei allen Versuchsbedingungen führte die Behandlung
mit Rapamycin zu einer Abschwächung der Kalzifizierung, jedoch nicht zu einer vollständigen
Verhinderung der Ablagerungen. Gerade bei PDGF-BB behandelten Zellen war eine deutliche
Verminderung der noch immer flächendeckenden Färbung auszumachen.
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Abbildung 4.2.4: Apatitdarstellung mittels Alizarin

Alizarinfärbung nach dreiwöchiger osteoblastärer Differenzierung unter Kontrollbehandlung mit
DMSO versus Inkubation mit 20 nM Rapamycin. Neben Zellen, die als Kontrolle nicht in Richtung
Osteoblasten differenziert wurden, zeigen die Zellen bei Osteoblastenmedium Ablagerungen von
Kalziumhydroxylapatit (rot bis schwarze Alizarinfärbung). Des Weiteren wird deutlich, dass die
Verkalkung der Zellen von den eingesetzten Wachstumsfaktoren abhängt. Während unter TGF-β1
nahezu keine Alizarinfärbung zu sehen ist, weisen die Zellen bei FGF-2 und PDGF-BB eine sehr
deutliche Ablagerung auf. Bei zusätzlicher Rapamycinbehandlung nimmt die Stärke der Färbung
jeweils ab.

4.2.2.3 Messung der abgelagerten Kalziummenge

Für die quantitative Bestimmung des abgelagerten Kalziums wurde dieses nach 3-wöchiger
Inkubation der Zellen mit Hilfe von Salzsäure aus dem Kalziumhydroxylapatit gelöst, in einen
Komplex mit Hydroxyquinolin überführt, photometrisch vermessen und relativ zur Protein-
menge dargestellt.
Hierbei zeigte sich, dass Osteoblastenmedium eine circa fünfach stärkere Akkumulation von
Kalzium bewirkte als das Kontrollmedium (Abbildung 4.2.5). Durch die Zugabe von CTGF
wurde dies verdoppelt, bei FGF-2-Behandlung konnte die 6-fache Menge an Kalzium im Ver-
gleich zu Osteoblastenmediumbehandlung alleine nachgewiesen werden. Die Zunahme der
Kalziumablagerung durch FGF-23 war zwar nicht signifikant, lag jedoch tendenziell über der bei
Osteoblastenmedium nachgewiesenen Menge, während bei PDGF-BB eine circa 5-fach höhere
Menge an Kalzium nachgewiesen werden konnte. Im Gegensatz dazu zeigte die Behandlung
mit TGF-β1 kaum einen Unterschied zur Behandlung mit Osteoblastenmedium.
Rapamycin reduzierte die Menge an nachweisbaren Kalzium bei allen untersuchten Behand-
lungen. Während die Reduktion bei Kontroll- und Osteoblastenmedium sowie Osteoblasten-
medium mit CTGF, FGF-23 und TGF-β1 nicht signifikant war, konnte bei FGF-2 eine Vermin-
dung der Kalziummenge um circa 50% festgestellt werden. Noch stärker, und damit ebenfalls
signifikant, war die Reduktion bei PDGF-BB-Behandlung. Hier reduzierte Rapamycin den
nachweisbaren Kalziumwert auf fast ein Drittel.
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Abbildung 4.2.5: Kalziumhydroxylapatit-Messung

Messung der gebildeten Menge an Kalziumhydroxylapatit als Produkt der Kalzifizierung. Helle
Balken geben die Lösungsmittelkontrolle wieder, dunkle Balken die Rapamycin behandelten Proben.
Neben der Kontrolle mit normalem Wachstumsmedium wurden alle Zellen mit Osteoblastenmedium
behandelt. Darstellung von Standardwerten mit SEM, n=8, Signifikanzberechnung: Zwei-Weg-
ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗ p<0,001

4.2.2.4 Messung der alkalischen Phosphatase

Um zu analysieren, wie stark die Behandlung mit Osteoblastenmedium und Rapamycin sowie
Wachstumsfaktoren die Differenzierung der Zellen zu Osteoblasten begünstigte, wurde die Ak-
tivität der alkalischen Phosphatase, einem der frühesten Marker osteoblastärer Differenzierung,
nach sieben Tagen Inkubation analysiert. Um zu berücksichtigen, dass die Zellen in Abhängig-
keit von der Behandlung unterschiedlich stark proliferierten, wurde die Gesamtproteinmenge
ermittelt und die Enzymaktivität hierauf bezogen (Abbildung 4.2.6).
Im Vergleich zu Kontrollmedium zeigten mit Osteoblastenmedium behandelte Zellen eine signi-
fikante Zunahme der ALP-Aktivität. Im Vergleich zu den mit Osteoblastenmedium behandelten
Zellen nahm die Enzymaktivität sowohl bei FGF-2, FGF-23 als auch PDGF-BB-behandelten
Zellen unterschiedlich stark zu. Während FGF-23 eine circa 50% stärkere Aktivität bewirkte,
wurde diese bei Behandlung mit PDGF-BB mehr als 2-fach, und bei FGF-2 sogar 3-fach stärker.
Lediglich die Behandlung mit TGF-β1 führte zu einer deutlichen Reduktion der ALP-Aktivität,
die so ausgeprägt war, dass die Werte bei den zusätzlich mit Rapamycin behandeltenen Proben
sogar unter kontrollmediumbehandelten Zellen lagen. Rapamycin verminderte die osteobla-
stäre Differenzierung bei allen Behandlungen. Wurde kein Wachstumsfaktor, sondern lediglich
Osteoblastenmedium eingesetzt, verminderte Rapamycin die ALP-Aktivität um fast die Hälfte.
Bei CTGF, FGF-2, FGF-23 und PDGF-BB führte die zusätzliche Behandlung mit Rapamycin
sogar zu einer signifikanten Reduktion der ALP-Aktivität um mehr als 50%.

65



4 Ergebnisse

Abbildung 4.2.6: Quantifizierung der alkalischen Phosphataseaktivität

Messung der Enzymaktivität der alkalischen Phosphatase bei Osteoblasten-Differenzierung von MSC.
Helle Balken geben die Lösungsmittelkontrolle wieder, dunkele Balken die mit Rapamycin behandelten
Proben. Außer der Kontrolle mit normalem Wachstumsmedium wurden alle Zellen mit Osteoblasten-
medium (OM) behandelt. Darstellung von Standardwerten mit SEM, n=9, Signifikanzberechnung:
Zwei-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte:: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗ p<0,001

4.2.3 Proliferation

4.2.3.1 Proliferation unter Zytokinstimulation und mTOR-Inhibition

Da eine Inhibition von mTORC1 mit einer deutlichen Reduktion der Zellproliferation assoziiert
ist, wohingegen Wachstumsfaktoren schon dem Namen nach das Gegenteil bewirken, wurde die
Zellteilungsrate unter dem Einfluss von beiden analysiert. Dies wurde zunächst ohne zusätzliche
Induktion mit Osteoblastenmedium untersucht, bevor auch diese Behandlung hinzugenommen
wurde (siehe Abschnitt 4.2.3.2).
Die Zellen wurden dazu mit BrdU inkubiert, das als Thymidinanalogon in neu synthetisierte
DNA eingebaut wird und quantitativ mittels eines ELISA-Verfahrens gemessen werden konnte
(Abbildung 4.2.7). Die Behandlung der Zellen mit dem Wachstumsfaktor CTGF zeigte keine
Beeinflussung der Proliferation. Auch bei der Behandlung mit TGF-β1 konnte keine wesentliche
Veränderung des zellulären Wachstums festgestellt werden. Wurden die Zellen jedoch mit
FGF-2, FGF-23 oder PDGF-BB Behandelt, nahm die Signalintensität pro Zellzahl um mehr als
100% zu. Dieser Anstieg der Proliferationsrate war bei den drei Wachstumsfaktoren höchst
signifikant im Vergleich zur Kontrolle ohne Zytokine.
Rapamycin hatte bei allen Proben einen hemmenden Effekt auf die Proliferation, der jedoch nur
dann signifikant war, wenn das Wachstums durch die Gabe der Faktoren FGF-2, -23 oder PDGF-
BB auf mehr als das zweifache des Ausgangswertes angehoben worden war. Bei der Behandlung
mit CTGF und TGF-β1 konnte keine signifikante Beeinflussung gemessen werden.
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Abbildung 4.2.7: Proliferationsanalyse unter Einfluss von Wachstumsfaktoren
und Rapamycin

Messung der Wachstumsrate von humanen mesenchymalen Stammzellen unter dem Einfluss von
Wachstumsfaktoren und Rapamycin. Als Lösungsmittelkomtrolle wurden die Zellen mit DMSO
behandelt, Darstellung von Standardwerten mit SEM, n=10, Signifikanzberechnung: Zwei-Weg-
ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗ p<0,001

4.2.3.2 Proliferationsanalyse bei osteoblastärer Differenzierung

Da sowohl die Behandlung mit Wachstumsfaktoren als auch der Einsatz von Rapamycin zu
einer Veränderung der Proliferation beiträgt, wurde das Zellwachstum auch bei osteoblastärer
Differenzierung analysiert. Dazu wurden die MSC auf Glasplättchen ausgesetzt und dem
Verkalkungsprozess unterzogen. Nach Einsetzen der Differenzierung wurde BrdU hinzugefügt
und die Zellen für weitere 24 Stunden inkubiert. Anschließend erfolgte die Immunfluoreszenz-
färbung.
Für die Auswertung wurden je Probe 5 Gesichtsfelder fotografiert und ausgezählt. Dabei
zeigte sich, dass die Behandlung mit Osteoblastenmedium selbst keine Veränderung der BrdU-
Inkoorperation bewirkte (Abbildung 4.2.8). Auch die Behandlung mit CTGF bewirkte keine
Beeinflussung der Proliferation.
Durch FGF-2 und FGF-23 wurde ebenso wie durch PDGF-BB die Anzahl der Zellen um das
dreifache gesteigert, bei FGF-2 und PDGF-BB war dieser Anstieg signifikant. Die Behandlung
der Zellen mit TGF-β1 führte anders als die Behandlung mit den übrigen Wachstumsfaktoren
zu einer nicht signifikanten Verminderung der Zahl der BrdU positiven Zellen. MSCs, die
mit diesem Faktor behandelt wurden, wiesen halb so viele signalpositive Zellen auf wie die
Kontrollen. Die Behandlung mit Rapamycin verminderte die Anzahl der BrdU-positiven Zellen
bei allen Behandlungen. Für die Wachstumsfaktoren FGF-2, FGF-23 und PDGF-BB konnte sogar
eine signifikante Reduktion der BrdU-Signale mit Rapamycin beobachtet werden, der Effekt der
Wachstumsfaktoren wurde durch die starke proliferationshemmende Wirkung von Rapamycin
nivelliert.
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Unter Osteoblastenmedium, TGF-β1- und Rapamycinbehandlung sank die Teilungsrate noch-
mals um über die Hälfte im Vergleich zu Zellen, die mit Osteoblastenmedium und TGF-β1
alleine behandelt worden waren.

Abbildung 4.2.8: Proliferation unter Einfluss von Osteoblastenmedium,
Wachstumsfaktoren und Rapamycin

Die Grafik gibt den Einbau von BrdU in neu synthetisierte DNA in Abhängigkeit von der gewählten
Behandlung wieder. Helle Balken repräsentieren lösungsmittelbehandelte MSCs (DMSO Behand-
lung), dunkle Balken Rapamycin behandelte Proben. Eingesetzt wurden 100 ng/ml CTGF, 10 ng/ml
FGF-2, FGF-23 oder PDGF-BB beziehungsweise TGF-β1. Darstellung von Standardwerten mit
SEM, n=5, Signifikanzberechnung: Zwei-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗
p<0,001
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4.3 Spezifische Wirkung von FGF-2 bei der osteoblastären
Differenzierung

Die Untersuchung der alkalischen Phosphatase und der Kalziumablagerung gaben einen deutli-
chen Hinweis auf die Bedeutung von Wachstumsfaktoren im Mikromilieu der Zellen. Daher
sollte an einem der Zytokine beispielhaft der Zusammenhang zwischen Wachstumsfaktor-
Konzentration und Ausprägung der osteoblastären Differenzierung dargestellt werden. Hierzu
wurde FGF-2 gewählt, dessen Bedeutung bei pathologischen Gefäßveränderungen schon vor
Jahren erkannt wurde (Hughes [176]). Die erhöhte Expression des Faktors und seiner Rezeptoren
in atherosklerotischen Läsionen hat mittlerweile zu einer Reihe von Studien über die Anwen-
dung von pharmakologischen Inhibitionen geführt, die vorteilhafte Effekte für eine spezifische
Behandlung implizieren (Dol-Geizes et al. [98], Luo et al. [279], Liu et al. [269], Raj et al. [381]).
Des Weiteren gilt FGF-2 als eines von über hundert Urämietoxinen, die mittlerweile identifiziert
werden konnten (Vanholder et al. [494], [490], [495], [501], [496], [499], [500], [493], [498], [491],
[497], [491]).
Wie bereits dargestellt, ist der Zusammenhang zwischen Urämie und vaskulärer Kalzifizierung
besonders prägnant (siehe Abschnitt 1.2). Daher wurden diese Untersuchungen auch genutzt,
um therapeutischen Optionen mittels einer gezielten pharmakologischen Intervention zu ana-
lysieren. Zunächst wurden Zellen in Osteoblastenmedium mit 1% FCS und der angegebenen
Konzentration des Wachstumsfaktors inkubiert und jeden zweiten Tag mit frischem Medium ver-
sorgt. Nach sieben Tagen wurde die Aktivität der ALP und nach 21 Tagen die Ablagerung von
Kalzium analysiert. Eingesetzt wurde bei dieser Inkubation als höchste FGF-2-Konzentration
19,5 ng/L. Dieser Wert entspricht der höchsten jemals im Serum von Dialysepatienten gefun-
denen Konzentration (Vanholder et al. [494]). Damit unterschied sich die Konzentration des
Wachstumsfaktors in diesem Experiment maßgeblich von der Konzentration, die in den übrigen
Versuchen eingesetzt wurde, da in diesen 10 ng/ml als Konzentration eingesetzt wurde. Diese
Konzentration wurde gewählt, um lokale Anreicherungen des Wachstumsfaktors und seine
Proteinbindung zu berücksichtigen (siehe Abschnitt 5.1.1).

Abbildung 4.3.1: Dosisabhängige Differenzierung der MSCs durch FGF-2

Induktion der osteoblastären Differenzierung von MSC mit Osteoblastenmedium, das zusätzlich
mit FGF-2 versetzt wurde. Das Ergebnis für die höchste in Dialysepatienten gefundene Konzentra-
tion cmax= 19,5 ng/L wurde auf den Wert 1 gesetzt. Darstellung von Standardwerten mit SEM
von ALP-Aktivität und Kalziumquantifizierung, n=5, Signifikanzberechnung: Ein-Weg-ANOVA,
Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗ p<0,001
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Wie die Analyse zeigt (Abbildung 4.3.1), bestand zwischen der eingesetzten Konzentration an
FGF-2 und der Aktivität der ALP eine signifikante Abhängigkeit; je mehr FGF-2 eingesetzt
wurde, desto höher war die Aktivität des Enzyms. Ebenso konnte ein Zusammenhang zwischen
der Konzentration an FGF-2 und der Menge an abgelagertem Kalzium dargestellt werden.
Auch hier stieg die Menge an nachweisbarem Kalzium mit der Konzentration an FGF-2. Im
Gegensatz zu den in Abschnitt 4.2.2.3 und 4.2.2.4 vorgestellten Ergebnissen liegt die maximale
Zunahme der ALP-Aktivität und des Kalziumablagerung unter einem zweifachen Anstieg.
Diese scheinbare Diskrepanz lässt sich aufgrund der deutlich niedrigen Konzentration, die für
die hier vorgestellten Versuche eingesetzt wurde, erklären.
Um die Relevanz dieses Zusammenhangs zu unterstreichen, wurde eine Stimulation der MSCs
mit Serum von Dialysepatienten durchgeführt (siehe Abschnitt 3.1.1). Hierzu wurde Osteobla-
stenmedium mit 20% urämischen Serum sowie mit steigenden Konzentrationen an AZD-4547
versetzt, einem spezifischen Inhibitor der FGF-Rezeptoren. MSCs wurden damit inkubiert und
jeden zweiten Tag mit frischem Medium versorgt. Nach sieben Tagen wurde die Aktivität der
ALP und nach 21 Tagen die Ablagerung von Kalzium analysiert (Abbildung 4.3.2).
Die Ergebnisse der ALP-Aktivitätsmessung zeigten eine sinkende Aktivität des Enzyms mit
steigender Konzentration der FGF-Signaltransduktions-Blockade im Vergleich zu Zellen, die
mit urämischem Serum und Lösungsmittelkontrolle behandelt worden waren. Auch die Bestim-
mung der abgelagerten Kalziummenge zeigte eine kontinuierliche Abnahme mit zunehmender
Konzentration des Inhibitors.

Abbildung 4.3.2: Dosisabhängige Differenzierung der MSCs bei FGF-
Blockade

Induktion der osteoblastären Differenzierung von MSC mit Osteoblastenmedium. Das Medium
enhielt 20% Serum von einem Pool Dialysepatienten vor der Dialyse und wurde zusätzlich mit der
gekennzeichneten Konzentration des FGF-Rezeptor-Inhibitors AZD-4547 versetzt. Ko = Lösungmit-
telkontrolle. Darstellung von Standardwerten mit SEM von ALP-Aktivität und Kalziumquantifi-
zierung, Signifikanzberechnung: Ein-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗
p<0,001

Bislang waren die deutlichsten Veränderungen der zellulären Differenzierung bei PDGF-BB
und FGF-2 behandelten Proben zu beobachten. Auch der Einfluss von Rapamycin war hier
am ausgeprägtesten. Daher stellte sich die Frage, wie aktiv einzelne Komponenten des mTOR-
Netzwerks besonders bei diesen beiden Wachstumsfaktoren waren.
Um diese Frage beantworten zu können, wurde eine detaillierte Analyse des mTOR-Netzwerks
und von ihm gesteuerter Zellschicksalsprogramme durchgeführt.
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4.4 Auswirkungen der mTORC1-Blockade

4.4.1 Analyse der mTORC1 Aktivität

Für die Analyse der Aktivität des mTOR-Netzwerks wurde mittels Western-Blot untersucht, wie
durch die Behandlung mit Wachstumsfaktoren oder Rapamycin die Expression und Phosphory-
lierung der wichtigsten Signaltransduktionsmoleküle beeinflusst wurde. Dazu wurden Zellen
nach 21-tägiger Stimulation mit FGF-2, PDGF-BB oder Rapamycin lysiert und 30 µg Protein
mittels spezifischen Antikörpern analysiert (Abbildung 4.4.1).
Die Kinase p70-S6 wird direkt durch mTORC1 am Threoninrest389 phosphoryliert. Dies kann
durch Rapamycin verhindert werden. Um die Wirksamkeit des Inhibitors zu bestätigen, wurde
der Phosphorylierungszustand von p70-S6 analysiert. Im Vergleich zu Kontrollmedium löste die
Behandlung mit Osteoblastenmedium bereits ein etwas stärkeres Signal der Phosphorylierung
aus. Während die Rapamycinbehandlung zu einer signifikanten Reduktion der Phosphorylie-
rung um mehr als 50% im Vergleich zu Kontrollmedium führte, wurde die Phosphorylierung an
Threonin389 nach Behandlung mit Wachstumsfaktoren vermehrt vorgefunden. Während bei
FGF-Behandlung eine vierfach höhere Phosphorylierung des Proteins nachgewiesen werden
konnte, löste die Inkubation mit PDGF-BB einen nicht-signifikanten Anstieg des phosphorylier-
ten Proteins aus.

Abbildung 4.4.1: Aktivitätsanalyse des mTORC1-Komplexes und nachge-
schalteter Zellschicksalsprogramme

Mittels Western-Blot wurde analysiert, wie sich die Behandlung mit Wachstumsfaktoren oder Rapa-
mycin auf die Aktivität des mTORC1-Armes des mTOR-Netzwerks nach 21-tägiger Behandlung mit
Kontroll- beziehungsweise Osteoblastenmedium, 10 ng/ml FGF-2, 10 ng/ml PDGF-BB oder 20 nM
Rapamycin auswirkt. Analyiert wurden die Phosphorylierungsstelle Threonin389 an p70-S6 sowie der
Seneszenzmarker p16INK4a und der Autophagiemarker LC3B. A: repräsentativer Western-Blot, B-D:
Densitometrische Auswertung. Mittelwerte mit SEM, n=6. Ein-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗
p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗ p<0,001
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4.4.2 Analyse der zellulären Seneszenz

Das mTOR Netzwerk ist für die Steuerung von Alterungsprozessen von entscheidender Bedeu-
tung. Dies wurde an verschiedenen Lebewesen analysiert: in Hefe (Fabrizio et al. [112], Kaeberlein
et al. [207]), in C. elegans (Jia et al. [193], Vellai et al. [503]), in Drosophila (Bjedow et al. [31], Kapahi
et al. [214]) sowie in Mäusen (Harrison et al. [157]).
mTORC1 hat neben der Regulation der Proliferation eine wichtige Funktion bei der Zelldifferen-
zierung und wird als treibende Kraft für Zellanpassungs- und Alterungsprozesse verstanden
(Selman et al. [425], Johnson et al. [197]). Mit dem Ausdruck „Seneszenz“ werden zellbiologische
Veränderungen bezeichnet, die physiologisch zwar beim Altern auftreten, aber auch unabhängig
davon durch Faktoren wie beispielsweise Stress induziert werden können. Seneszenz umfasst
degenerative Veränderungen wie die Verkürzung der Telomere, vermehrte Produktion von
RNA-Splice-Varianten, die Seneszenztoxine wie Progerin entstehen lassen, ein verändertes Mu-
ster der DNA-Expression, Zellschäden durch ROS und viele weitere Veränderungen. Da Zellen
hierbei Plastizität und Anpassungsfähigkeit einbüßen, sind die Folgen für den Organismus
unter anderem Verlust der Regenerationsfähigkeit, Abfall der Leistungsfähigkeit, Anfälligkeit
für Infekte und andere Krankheiten (siehe Lopez-Otin et al. [275]).
Darüberhinaus trägt Seneszenz aber auch zu Tumorprogression und Geweberegeneration bei
(Rodier et al. [392], [393], [397], [395], [394], [396]).
Zelluläre Seneszenz wird durch unzählige Faktoren begünstigt, wie etwa dem Verlust von DNA
an den Telomeren bei jeder Replikation, der des Weiteren eine persistente „DNA damage re-
sponse“ (DDR) hervorruft, die wiederum Seneszenz initiiert (Fagagna et al. [82], Takai et al. [463],
Rodier et al. [392], [393], [397], [395], [394], [396]). DNA-Doppelstrangbrüche sind besonders
wirksam in der Induktion von Seneszenz (Di Leonardo et al. [91]), unter anderem auch, da sie
die Expression von p53 und dem Protein ATM begünstigen (Bakkenist und Kastan [21]), die
wiederum Seneszenz auslösen (Ogryzko et al., [335]).

4.4.2.1 Analyse der zellulären Seneszenz mittels p16INK4a

Die meisten seneszenten Zellen exprimieren das Protein p16INK4a, während es nicht in terminal
differenzierten Zellen oder in solchen, die sich in der G0-Phase befinden, nachgewiesen werden
kann (Alcorta et al. [9], Hara et al. [152], Serrano et al. [427], Brenner et al. [41], Stein et al. [455]).
Das Protein kann zur Bildung von seneszenz-assoziierten Heterochromatinfoci beitragen, die
für die Inhibition der Proliferation wichtig sind (Narita et al. [326]). Außerdem wird das Tu-
morsuppressorprotein bei Stress, Telomer- und intrachromosomalen DNA-Schäden induziert
und mit dem Alter verstärkt exprimiert (Brenner et al. [41], Ramirez et al. [382], Le et al. [254]).
Die Aktivität des Proteins wurde weiterhin funktionell mit der Reduktion von der Anzahl von
Vorläuferzellen in diversen Geweben während des Alterns assoziiert (Janzen et al. [191], Zindy et
al. [550], Krishnamurthy et al. [233], Molofsky et al. [318]).
Daher wurde p16INK4a als Markerprotein der zellulären Seneszenz untersucht (Abbildung 4.4.1).
Wie die Analyse der Western-Blots zeigte, bewirkte bereits die Behandlung mit Osteoblasten-
medium nach 21 Tagen eine circa zweifache Verstärkung der Proteinexpression von p16INK4a,
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Somit löste die osteoblastäre Differenzierung Vorgänge aus, die zelluläre Seneszenz begün-
stigten. Bei FGF-Behandlung zeigte sich ein Anstieg der p16INK4a Expression um circa das
zweieinhalb-fache. PDGF-BB führte hingegen nicht zu einer weiteren Zunahme der Proteinex-
pression; hier lag das Niveau von p16INK4a auf dem Expressionniveau von Zellen, die nur mit
Osteoblastenmedium behandelt worden waren. Wurden die Zellen mit Rapamycin behandelt,
sank das Signal um mehr als die Hälfte, womit sich ein signifikanter Unterschied zu MSCs
ergab, die mit Osteoblastenmedium alleine behandelt worden waren. Rapamycin war somit ein
sehr potenter Inhibitor von zellulärer Seneszenz in MSCs, die einem Milieu ausgesetzt waren,
das osteoblastäre Differenzierung induzierten.

4.4.2.2 Analyse der zellulären Seneszenz mittels X-Gal-Färbung

In der Zellkultur kann der Alterungsvorgang durch den Nachweis vonβ-Galaktosidase nachvoll-
zogen werden. Dies ist ein Enzym, das die Hydrolyse von β-Galaktosiden zu Monosacchariden
katalysiert. Aufgrund der Anreicherung in Lysosomen von seneszenten Zellen wird die Expres-
sion des Enzyms als quantitativer und qualitativer Marker für deren Seneszenzniveau genutzt
(Bassaneze et al. [25]).
Abbildung 4.4.2 zeigt die Fährbung des Enzyms nach dreiwöchiger Inkubation der MSCs. Die
Zellen wurden hierzu auf Glasplättchen kultiviert und unter den entsprechenden Bedingungen
mit Wachstumsfaktoren und Kontrollbehandlung beziehungsweise mTOR-Inhibition inkubiert.
Nach Einsetzen der Kalzifizierung wurden die Zellen fixiert und anschließend die enzymatische
Farbreaktion durchgeführt. Bei der Auswertung der sogenannten X-Gal-Färbung wiesen Zellen,
die 21 Tage in Kontrollmedium inkubiert worden waren, eine leichte Blaufärbung im Zyto-
plasma um den Kern auf. Wurden die Zellen hingegen mit Osteoblastenmedium behandelt, war
die bläuliche Färbung nicht nur intensiver, sondern erstreckte sich auch über größere Bereiche
des Zytoplasmas.

Abbildung 4.4.2: X-Gal-Färbung von osteoblastär differenzierten MSC

Repräsentante Mikrographien der β-Galaktosidasefärbung von MSC, die 21 Tage mit Osteoblastenme-
dium (OM) inkubiert und mit Wachstumsfaktoren behandelt worden waren. Die bläuliche Verfärbung
ist ein Nachweis für die Aktivität der β-Galaktosidase, einem Enzym, das bei Alterungsvorgängen
der Zellen exprimiert wird. Bei exakt gleichen Färbebedingungen und Färbezeit fällt eine weniger
starke Färbung des Zytoplasmas in den Zellen auf, die kein Osteoblastenmedium erhielten oder mit
Rapamycin behandelt worden waren. Vergrößerung x400, Maßstableiste = 100 µm

Bei der zusätzlichen Behandlung mit FGF-2 war die Färbung noch etwas stärker ausgeprägt
als bei Osteoblastenmedium alleine. Dies konnte ebenso bei PDGF-BB beobachtet werden. Im
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Gegensatz zu anderen Behandlungen mit Osteoblastenmedium zeigte die Inkubation mit Rapa-
mycin eine deutliche Abschwächung der Signalintensität. Die Zellen waren sogar im Vergleich
zur Kontrollbehandlung etwas weniger gefärbt.

4.4.3 Analyse der Autophagie

Wie bereits in anderen Arbeiten gezeigt wurde, reduziert die Inhibition von mTORC1 die
Autophagie (Yang et al. [535]). Mit diesem Begriff wird die intrazelluläre Degradation von
nicht notwendigen oder dysfunktionalen zellulären Komponenten durch lysosomalen Abbau
bezeichnet. Der Abbau von Zellbestandteilen und Organellen versorgt die Zelle in Zeiten von
Nährstoffknappheit mit Energie, indem Zellbausteine wieder zur Verfügung gestellt werden,
reguliert den intrazellulären Recyclingprozess und dient dem Abbau von geschädigten Zellbe-
standteilen (Meijer et al. [301], Levine et al. [260]). Während Erkrankungen oder bei organischen
Fehlfunktionen dient Autophagie häufig als adaptive Antwort der Zelle, die zum Überleben
von Organen beiträgt (Knaapen et al. [224], Shimomura et al. [441], Yan et al. [533], [532]).
Um einen Einblick in den Durchsatz der Autophagie zu ermöglichen, wurde LC3B als Marker
der intrazellulären Recyclingvorgänge analysiert (Abbildung 4.4.1).
Es handelt sich hierbei um das sogenannte Autophagie-Marker-Leichte Kette 3- Protein (LC3),
eine Untereinheit des Microtubule-associated protein 1A/1B-(MAP 1LC3), das löslich ist und
ein geschätzes Molekulargewicht von 17 kDa hat.
Das LC3-Protein, welches in allen Geweben und Zellen von Säugetieren exprimiert wird, exi-
sitiert in drei Isoformen (LC3A, LC3B und LC3C), die während eines Autophagieprozesses
post-translational verändert werden. Die Spaltung von LC3B am carboxyterminalen Ende führt
zur zytosolischen LC3B -I Form, die dazu dient, während Autophagieprozessen zytoplasma-
tische Komponenten inklusive zytosolischer Proteine und Organellen einzuschließen. Dies
geschieht, indem zytosolisches LC3B (LC3B-I) an Phosphatidylethanolamin konjugiert wird,
um LC3B-Phosphatidylethanolamin-Konjugat (LC3B-II) zu bilden, das dann wiederum an die
Membran der Autophagosomen rekrutiert wird. Durch die Fusionierung von Autophagosomen
mit Lysosomen und die dadurch stattfindende Degradation mittels lysosomaler Hydrolasen
wird LC3B-II ebenso wie die anderen intra-luminalen Komponenten des Phagosoms degradiert
(Tanida et al. [468], Kabeya et al. [206]).
Ein Nachweis von LC3B alleine bedeutet demnach nur, dass Autophagie stattfindet. Ist hingegen
kein oder wenig LC3B-Protein nachweisbar, kann dies entweder darauf zurückzuführen sein,
dass keine Autophagie stattfindet oder dass die Zelle so stark Autophagie betreibt, dass das
Protein sofort wieder abgebaut wird und daher kaum detektierbar ist. Um dies differenzieren
zu können, muss mit einem spezifischen Autophagie-Inhibitor gearbeitet werden (siehe Ab-
schnitt 4.5). Die Behandlung mit Osteoblastenmedium steigerte die nachweisbare Menge des
LC3B-Proteins auf das 1,5-fache im Vergleich zu Kontrollmedium (Abbildung 4.4.1).
Ein geringer zusätzlicher, wenn auch nicht signifikanter Effekt war bei PDGF-BB-Behandlung zu
verzeichnen. Wurden die Zellen hingegen mit FGF-2 und Osteoblastenmedium inkubiert, lag die
Menge an LC3B auf Kontrollniveau. Die Blockade von mTORC1 mittels Rapamycin ergab ein
deutliches Absinken des nachweisbaren Proteinlevels auf die Hälfte des Kontrollmedium-Wertes.
Es ist bekannt, dass mTORC1 die Autophagie negativ reguliert, jedoch, kann der Nachweis von
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weniger LC3B nicht zwangsläufig als Hinweis für weniger Autophagie interpretiert werden.
Um tatsächlich eine quantitative Aussage machen zu können, muss eine zusätzliche Behandlung
mit einem Autophagie-Inhibitor erfolgen. Erst dann kann geklärt werden, ob weniger LC3B bei
Rapamycinbehandlung auf eine Reduktion der zelleigenen Recyclingvorgänge hindeutet oder
ob soviel Autophagie stattfindet, dass dieses Protein nur in geringer Menge nachweisbar ist.
Wenn die Zellen mit Rapamycin sowie einem Autophagie-Inhibitor behandelt werden und kaum
Autophagie stattfinden würde, würde sich die Menge an nachweisbarem LC3B kaum verändern.
Würde hingegen verstärkt Autophagie stattfinden, würde die Blockade des autophagosomalen
Abbaus zu einer Anreicherung des LC3B-Proteins führen. Daher erlaubt diese Analyse einen
Rückschluss auf den Durchsatz des zelleigenen Recyclingvorgangs.

4.4.4 Analyse der mTORC2-Aktivität

Die Untersuchung des mTORC2-Armes wurde ebenfalls mittels Western-Blot-Analyse durchge-
führt (Abbildung 4.4.3). Bei der Analyse der AKT-Kinase als wichtiges Ziel des rictorhaltigen
Komplexes zeigte sich an der Phosphorylierungsstelle Serin473 eine äußerst starke Signalzu-
nahme bei Rapamycinbehandlung der Zellen.
Der Ausgangswert wurde auf das fast 15-fache angehoben, während die alleinige Behandlung
mit Osteoblastenmedium lediglich einen ca. zweifachen Anstieg auslöste. Dieses Ergebniss
war höchst signifikant und unterschied sich auch deutlich von der Behandlung mit den Wachs-
tumsfaktoren. FGF-2- und PDGF-BB-Behandlung führten zu einer leichten Abschwächung
der Phosphorylierung gegenüber der Osteoblastenmedium-Behandlung, wobei die Reduktion
durch FGF-2 etwas deutlicher ausgeprägt war.

Abbildung 4.4.3: Aktivitätsanalyse des mTORC2-Komplexes und nachge-
schalteter Zellschicksalsprogramme

Mittels Western-Blot wurde analysiert, wie sich die Behandlung mit Wachstumsfaktoren oder Rapa-
mycin auf die Aktivität des mTORC2-Armes des mTOR-Netzwerks nach 21-tägiger Behandlung mit
Kontroll- beziehungsweise Osteoblastenmedium, ohne oder mit 10 ng/ml FGF-2, 10 ng/ml PDGF-BB
oder 20 nM Rapamycin auswirkt. Analysiert wurden neben der AKT-Phosphorylierungsstelle am
Serinrest473 der Apoptosemarker Cleaved Caspase 3 und sein Gegenspieler Bcl-2. A: repräsentativer
Western-Blot eines Experiments, B-D: Mittelwerte mit SEM der densitometrischen Auswertung,
n=6. Berechnung der Signifikanz: Ein-Weg-ANOVAs, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗
p<0,001
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Die Beobachtung, dass es zu einer massiven Verstärkung der mTORC2 Aktivität unter mTORC1-
Blockade kam, bestätigte Ergebnisse anderer Autoren (Breuleux et al. [42]), die darauf hinweisen,
dass mTORC1 einen inhibierenden Effekt auf mTORC2 hat, der durch die Rapamycinbehand-
lung aufgehoben wird.
Außergewöhnlich ist diese Beobachtung jedoch wegen der gleichzeitig beobachteten rapamy-
cininduzierten Reduktion der osteoblastären Differenzierung. Allerdings gibt diese Analyse
keinen Hinweis auf den zugrundeliegenden Mechanismus. Es könnte sich bei der verminderten
osteoblastären Differenzierung sowohl um eine Folge der mTORC1-Inhibition, oder um eine
Konsequenz der verstärkten mTORC2-Aktivität handelte.
Um die Auswirkungen der mTORC2-Aktivierung besser zu verstehen, wurde die Aktivität der
durch diesen Komplex regulierten Zellschicksalsprogramme analysiert.

4.4.5 Analyse der Apoptose

Für die Untersuchung des sogenannten „programmierten Zelltods “, der Apoptose, wurden
sowohl regulierenden Proteine als auch ausführende Enzyme analysiert.
Apoptose wird von der betroffenen Zelle selbst aktiv durchgeführt und ist damit Teil des eigenen
Stoffwechsels. Die Zelle reagiert so auf starken Stress, irreparable Schädigung, virale Infektion,
Nährstoffentzug, Hitze, Bestrahlung, Sauerstoffmangel, erhöhte intrazelluläre Kalziumkonzen-
tration und andere Herausforderungen, denen sie nicht mehr gewachsen ist. Apoptotische
Signale lösen dann die Signaltransduktion aus, die über den „Todesrezeptor“ vermittelt wird
oder über die Störung der mitochondrialen Funktion zum Abbau des Zytoskeletts, des Zellkerns
und der DNA zum Zelltod führt, ohne benachbarte Zellen zu schädigen.
Die intrazelluläre proteolytische Kaskade wird von einer Familie von Proteasen, die Caspasen
genannt werden, durchgeführt und vor allem durch die Bcl-2-Familie reguliert (siehe Abbildung
4.4.4).
Für Apoptoseprozesse sind die ausführenden Enzyme von besonderer Bedeutung. Es han-
delt sich dabei um Cystein-Asparaginsäure Proteasen, sogenannte Caspasen, die als inaktive
Proenzyme vorhanden sind und durch Spaltung aktiviert werden. Die Spaltprodukte formen
anschließend Dimere, die als aktive Enzyme für DNA Kondensation und Chromatinfraktionie-
rung verantwortlich sind (Porter et al. [363]).
Grundsätzlich werden zwei Typen von Caspasen unterschieden: die Initiator- (apikalen) und die
Effektor- (exekutiven) Caspasen. Zu den Initiatorcaspasen zählen 2, 8, 9 und 10. Diese spalten
und aktivieren so die Effektorcaspasen, zu denen 3, 6 und 7 gehören, die dann die eigentlichen
Apoptoseprozesse auslösen. Die Regulation der Enzymkaskade erfolgt mittels Inhibitoren wie
etwa den IAP-Proteinen (Inhibitors of Apoptose) (Lavrik et al. [253]).
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Abbildung 4.4.4: Schematische Darstellung der Apoptose

Die Abbildung wurde der Veröffentlichung „Apoptosis: controlled demolition at the cellular level“
von Taylor et al. [473] entnommen und zeig wichtige Proteine und Abläufe des programmierten
Zelltods

4.4.5.1 Untersuchung der Apoptose mittels Cleaved Caspase 3

Für den Nachweis von Apoptoseprozessen wurde im Western Blot Caspase 3 nachgewiesen,
die zum einen die Wirkung von XIAP verhindert (das wiederum Caspase 9 inhibieren würde
(Denault et al. [87]) und zum anderen als wichtige Effektorcaspase angesehen wird (Stennicke et
al. [458]) (Abbildung 4.4.3).
Die densitometrische Auswertung der Western-Blot-Analyse für Cleaved Caspase 3 zeigte,
dass die Behandlung der MSCs mit Osteoblastenmedium die Proteinexpression im Vergleich
zu Kontrollmedium um circa 75% anhob. Die Behandlung mit FGF-2 oder PDGF-BB führte
zu einem weiteren geringfügigen Anstieg im Vergleich zu Osteoblastenmedium-Behandlung
alleine. Dieser war zwar nicht signifikant, führte aber dazu, dass die Signalintensität bei FGF-2
und PDGF-BB circa doppelt so stark war wie die von Kontrollmedium. Die Behandlung der
Zellen mit Osteoblastenmedium und Rapamycin minimierte das Signal um fast 50% des Wertes
bei Osteoblastenmediumbehandlung und erreichte damit weniger Signalintensität der Protein-
expression als die Kontrollbehandlung ohne Osteoblastenmedium.
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4.4.5.2 Untersuchung der Regulation der Apoptose mittels Bcl-2

Die Familie der rund 25 Proteine, die von BCL2-Genen kodiert wird, ist evolutionär eng ver-
wandt. Diese Proteine regulieren die Durchlässigkeit der äußeren Mitochondrienmembran,
weshalb sie maßgebliche pro- oder anti-apoptitische Wirkungen haben. Zu den proapopto-
tischen Proteinen der Familie zählen Bax, BAD, Bak und Bok, während Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w
wichtige anti-apoptotische Vertreter der Familie sind (Gross et al. [143], Strasser et al. [461], Cory
et al. [74], Borner et al. [33]).
Obwohl noch nicht vollständig geklärt ist, wie die BCL2-Genfamilie ihre Wirkung letztendlich
entfaltet, scheinen die Proteine die Permeabilität der inneren und äußeren Mitochondrienmem-
bran so zu beeinflussen, dass Kalzium-, pH- und Leitfähigkeit der Zellen reguliert wird und dies
einen Einfluss auf die Cytochrom C Verfügbarkeit hat (Zamzami et al. [542]). Sobald Cytochrom
C durch pro-apoptotische Stimuli in das Zytosol entlassen wird, sorgt es dort für die Aktivierung
von Caspase 3 und 9, die zur Apoptose führen (Kinnally et al. [222], Martinez-Caballero et al.
[292]).
Das Protein Bcl-2, das als Apoptose-Inhibitor gilt, konnte in Zellen, die mit Osteoblastenme-
dium behandelt worden waren, in geringerer Menge nachgewiesen werden als bei Behandlung
mit Kontrollmedium (Abbildung 4.4.3). Die Reduktion um zirka ein Drittel war neben der
Osteoblastenmedium-Behandlung auch bei zusätzlicher FGF-2 und PDGF-BB-Behandlung fest-
zustellen und unterschied sich damit deutlich von Zellen, die mit Rapamycin behandelt worden
waren. Hier konnte Bcl-2 signifkant stärker nachgewisen werden; die relative Signalintensität
lag doppelt so hoch wie bei osteoblastenmediumbehandelten Zellen beziehungsweise noch im-
mer 30% über der Signalintensität der Kontrolle. Die Analyse der Cleaved Caspase 3-Expression
zeigte demnach ein gegenläufiges Bild zur Expression des Proteins Bcl-2.

4.4.5.3 Analyse der Apoptose mittels LDH-Aktivitätsmessung

Zusätzlich zur Analyse des Western-Blot Markers Cleaved Caspase für Apoptose und Bcl-2 für
Anti-Apoptose wurde auch die Aktivität der Laktat-Dehydrogenase analysiert (Abbildung 4.4.5,
A). Dieses Enzym, das als Teil des Prozesses der Milchsäuregärung in nahezu allen Zellen prin-
zipiell vorhanden ist, führt zur Oxidation von L-Lactat zu Pyruvat mit gleichzeitiger Reduktion
von NAD+ zu NADH/H+ (beziehungsweise dessen Rückreaktion). Das intrazelluläre Enzym
wird bei Verlust der Zellintegrität in die Umgebung freigesetzt und kann mittels colorimetrischer
Analyse als Hinweis für die Menge der gestorbenen Zellen eingesetzt werden.
Für die Messung der LDH wurde nach der Behandlung der Zellen für drei Wochen mit regelmä-
ßigen Medienwechseln der Überstand der Zellen an Tag 21 (welcher seit Tag 18 auf den Zellen
war) abgenommen und analysiert. Durch Osteoblastenmedium zeigte sich im Vergleich zu den
Kontrollmedium-behandelten Zellen eine Verstärkung des Signals um 100%, was durch Wachs-
tumsfaktoren nochmals leicht beeinflusst wurde. Sowohl FGF-2-, als auch PDGF-BB-Inkubation
führte zu einem weiteren leichten Anstieg auf bis zu 150% des Kontrollniveaus. Im Vergleich
dazu lag die Signalintensität der mit Rapamycin behandelten Proben um rund zwei Drittel tiefer
und damit unterhalb des Wertes der Kontrollbehandlung.
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4.4.5.4 Untersuchung der Apoptose mittels fragmentierter DNA

Um sicher zu gehen, dass bei der LDH-Messung Zellen erfasst worden waren, die durch den
Vorgang der Apoptose und nicht durch nekrotische Prozesse gestorben waren, wurde zusätzlich
ein ELISA zur Quantifizierung von fragmentierter DNA durchgeführt (Abbildung 4.4.5, B).
Die Fragmentierung von DNA gilt als sicheres Zeichen von programmierten Zelltod und kann
mittels elektrophoretischer Auftrennung oder ELISA nachgewiesen werden (Bortner et al. [34]).
Auch bei dieser Untersuchung wurde berücksichtigt, dass sich die Zellen in den 21 Tagen
Differenzierung je nach Behandlung unterschiedlich vermehrt haben konnten. Daher wurde
eine Proteinbestimmung der Proben durchgeführt, gegen die die Menge der fragmentierten
DNA verrechnet wurde. Bei der Analyse der Werte, die für osteoblastenmediumbehandelte
Zellen im Vergleich zu kontrollmediumbehandelten Zellen erhalten worden waren, ergab sich
eine Zunahme um mehr als 50%, was einer signifikanten Zunahme entsprach.
Noch größer war die nachweisbare Menge fragmentierter DNA bei Behandlung mit den Wachs-
tumsfaktoren. FGF-2 behandelte Zellen zeigten fast 100% und PDGF-BB behandelte Zellen
genau 100% mehr fragmentierte DNA als Zellen, die in Kontrollmedium inkubiert worden
waren. Damit führte sowohl die Behandlung von Osteoblastenmedium alleine, als auch von
Osteoblastenmedium mit Wachstumsfaktoren zu signifikant mehr fragmentierter DNA als die
Inkubation mit Osteoblastenmedium plus Rapamycin. Hier erreichte die Signalintensität fast
das Kontrollniveau und war demnach halb so stark wie unter PDGF-BB-Behandlung.
Sowohl die Messung der LDH Aktivität im Überstand der Zellen, als auch die Analyse der frag-
mentierten DNA deuteten auf eine deutlich höhere Apoptoserate unter Osteoblastenmedium
hin, die durch zusätzliche Gabe von Rapamycin gesenkt werden konnte.

Abbildung 4.4.5: Quantifizierung der Apoptose

A: Messung der Laktatdehydrogenase als Parameter von Zellsterben nach Normalisierung auf die
Proteinkonzentration der Proben in Relation zu Kontrollmedium. Die Analyse wurde mit dem
Medium, das von Tag 18 bis Tag 21 auf den Zellen inkubiert worden war, durchgeführt. Eingesetzt
wurden neben der Kontrollbehandlung 10 ng/ml FGF-2, 10 ng/ml PDGF-BB oder 20 nM Rapamycin
in Osteoblastenmedium. Mittelwert mit SEM, n=8. B: Quantifizierung der fragmentierten DNA
normalisiert zur Proteinmenge der Zellen nach der gleichen Behandlung wie in A. Mittelwert mit
SEM, n=5. Signifikanzberechnung: Ein-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗
p<0,001
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4.4.6 Analyse von weiteren Signaltransduktionskaskaden

Die bisherigen Analysen hatten ein deutliches Muster von Aktivierungen und Inhibitionen
von Proteinen, die für die Regulation des Zellschicksals verantwortlich sind, gezeigt. Durch
Osteoblastenmedium waren Seneszenz und Apoptose induziert worden, was durch zusätzliche
Behandlung mit Wachstumsfaktoren noch verstärkt worden war. Wurde hingegen Rapamycin
zusätzlich zu Osteoblastenmedium eingesetzt, ließen sich mehr Anti-Apoptose, weniger Senes-
zenz und ein Abfall des Autophagie-Proteins LC3B nachweisen.
Um zu analysieren, inwieweit an diesen Beobachtungen Signalkaskaden beteiligt waren, die mit
dem mTOR-Netzwerk verknüpft sind, wurden wichtige Signaltransduktionskaskaden analy-
siert, die ebenfalls einen Einfluss auf Zellschicksalsprogramme haben (Abbildung 4.4.7).
Da der MAP-Kinase-Signalweg sowohl über Rezeptortyrosinkinasen als auch über G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren aktiviert werden kann, sollte die Aktivität der Kinase ERK1/2 analysiert
werden. Da diese in der Lage ist, die p70-S6 Kinase an zwei Aminosäureresten in einer Serin-
Prolin-reichen Region zu phosphorylieren und so seine Aktivierung zu verstärken, wurde auch
diese Phosphorylierungsstelle analysiert. Darüber hinaus wurde die PI3-Kinase-abhängige
Phosphorylierungsstelle an Threonin308 von AKT untersucht (Abbildung4.4.7).
Dabei zeigte sich, dass die Phosphorylierung von ERK nach einer dauerhaften Behandlung über
21 Tage keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Behandlungen mit Differenzierungs-
medium, Wachstumsfaktoren oder Rapamycin aufwies. Auch das Zielsubstrat von ERK, die
pp70-S6 Kinase zeigte nur geringe, nicht-signifikante Unterschiede ihres Phosphorylierungsmu-
sters an den Aminosäureresten421/424.

Abbildung 4.4.6: Signaltransduktion von ERK und mTOR-Netzwerk

Schematische Darstellung einiger Signalkaskaden, die mit dem mTOR-Netzwerk interagieren. GPCR:
G-Proteingekoppelter Rezeptor, RTK: Rezeptortyrosinkinase
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Im Gegensatz dazu wies die Phosphorylierungsstelle von AKT am Threoninrest308 eine signi-
fikante Aktivierung durch Osteoblastenmedium auf, welche allerdings durch die zusätzliche
Behandlung mit Wachstumsfaktoren unter das Kontrollniveau absank (signifkant zu Osteobla-
stenmedium) und mit Rapamycin ein Niveau zwischen dem Kontroll- und dem Osteoblasten-
medium einnahm.

Abbildung 4.4.7: Aktivitätsanalyse weiterer Signalstransduktionskaskaden

Mittels Western-Blot wurde analysiert, wie sich die Behandlung mit Wachstumsfaktoren oder Rapa-
mycin auf die Aktivität von Kinasen auswirkt, die an der Regulation des mTOR-Netzwerks beteiligt
sind, ohne direktes Ziel der beiden mTOR-Komplexe zu sein. Die Analyse wurde nach 21-tägiger
Behandlung mit Kontroll- beziehungsweise Osteoblastenmedium mit oder ohne 10 ng/ml FGF-2,
10 ng/ml PDGF-BB oder 20 nM Rapamycin durchgeführt. A: repräsentativer Western-Blot eines
Experiments, B-D: Mittelwerte mit SEM der densitometrischen Auswertung, n=6 . Berechnung der
Signifikanz an Tag 21: Ein-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗ p<0,001
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4.5 Zeitlicher Verlauf und Einfluss des Autophagieprozesses

Wie bereits in Abschnitt 4.4.3 erwähnt, lässt die vorhandene Menge des LC3B Proteins keine
unmittelbaren quantitativen Rückschlüsse auf den Prozess der Autophagie zu, da eine Ab-
nahme der Proteinmenge sowohl als Zeichen einer Zu- als auch einer Abnahme der Autophagie
interpretiert werden kann. So wird das Protein bei geringen Bedarf an intrazellulärem Recycling
kaum gebildet und lässt sich daher nur in geringer Menge nachweisen. Findet auf der anderen
Seite verstärkt Autophagie statt, wird das Protein durch die Degradation der Autophagolysoso-
men stärker abgebaut und ist auch dann nur in geringer Menge nachweisbar. Daher wurde mit
Hilfe eines Autophagie-Blockers gearbeitet, der vakuoläre H+ ATPasen (V-ATPasen) hemmt.
Diese finden sich bei Zellen des vaskulären Systems auf Organellen wie Vesikeln, Endosomen,
Lysosomen oder dem Golgi-Apparat und dienen der Aufrechterhaltung des sauren pHs in
diesen Kompartimenten (Mellman et al. [302]). Mittels eines Antiporter-Prinzips tauschen sie
Protonen gegen beispielsweise K+ oder Ca2+-Ionen unter ATP-Verbrauch aus.

Abbildung 4.5.1: Bafilomycin
A1

Strukturformel des

Makrolidantibiotikums Bafilomycin

Das aus Streptomyzeten isolierte Markolidantibiotikum Ba-
filomycin A1 ist durch seine Bindung an die membran-
durchspannende Pore der V-ATPasen ein hoch spezifischer
Inhibitor dieser Enzyme (Bowman et al. [39], Crider et al.
[76], Hanada et al. [150], Werner et al. [516], Zhang et
al. [544]). Wenn der Prozess der Autophagie durch Ba-
filomycin A1 gehemmt wird, bleibt die Degradation von
LC3B aus und das Protein wird in der Zelle akkumu-
liert.

4.5.1 Osteoblastärer Phänotyp im zeitlichen Verlauf bei Autophagieinhibition

Für die Durchführung der Versuche wurden Zellen mit einer für sie gut verträglichen Menge
des Inhibitors (1 nM Bafilomycin in DMSO) oder 20 nM Rapamycin (ebenfalls in DMSO) oder
einer Kombination aus beiden über einen Zeitraum von drei Wochen in Osteoblastenmedium
inkubiert. Ausgesetzt wurden die Zellen an Tag 0. Die Inkubation mit den Substanzen begann
ab Tag 1, und das Medium wurde alle drei Tage gewechselt. An den Tagen 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18
und 21 wurden sowohl der Überstand für die Messung der LDH gesammelt, als auch Proben
für Western Blot, ALP und die Analyse des Kalziumgehalts genommen.
Bei Zellen, die mit DMSO behandelt worden waren, ergab die Auswertung der ALP-Aktivitäts-
messung einen gleichmäßigen Anstieg der Enzymaktivität bis Tag 12, der sich dann bis Tag 15
auf einem Niveau von rund 600 U/g hielt, bevor er langsam wieder sank und an Tag 21 einen
Wert von knapp unter 500 U/g erreichte (Abbildung 4.5.2, A).
Die Messung der Kalziumablagerung ergab einen mäßigen Anstieg bis Tag 12, der dann stärker
zunahm und bis zu Tag 21 gleichmäßig bestehen blieb, wodurch die maximale Menge an abge-
lagerten Kalzium, die gemessen wurde, hier bei rund 500 µg/mg lag (Abbildung 4.5.2, B).
Bei der Messung der LDH-Aktivität im Überstand der Zellen zeigte sich, dass bereits ab Tag 9
ein Anstieg zu verzeichnen war, der bis zu Tag 21 kontinuierlich zunahm und bei der letzten
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Messung die gut siebenfache Aktivität im Vergleich zum Ausgangswert ergab (Abbildung 4.5.2,
C).
Diese Ergebnisse deckten sich mit der Western-Blot-Analyse, die einen Anstieg der mTORC1-
Aktivität an den Tagen 6 bis 9 zeigte, dem ein Anstieg von p16INK4a folgte und auch mit einem
folgenden, wenn auch geringen Anstieg der Expression von Cleaved Caspase 3 verbunden
war (Abbildung 4.5.3, A). Die Aktivität des AKT-Proteins nahm bei Inkubation mit Osteo-
blastenmedium zunächst zu, wie die Analyse der beiden Phosphogruppen am Serinrest473

beziehungsweise Threoninrest308 zeigte, blieb dann aber ab Tag 3 konstant. Die Expression des
Proteins LC3B war über den gesamten Zeitverlauf gleichmäßig.

Abbildung 4.5.2: Zeitabhängige Analyse von Differenzierung und Zelltod

Die drei Grafiken repräsentieren die Mittelwerte mit SEM von 4 unabhängig durchgeführten Ex-
perimenten für die Analyse A: Enzymaktivität von ALP, B: der Ablagerung von Kalzium, C: der
LDH-Aktivität. Bei allen drei Untersuchungen wurden die Werte auf den Proteingehalt der Proben
relativiert nachdem die Zellen entweder mit DMSO (als Vehikel), 20 nM Rapamycin, 1 nM Bafilomy-
cin oder einer Kombination der beiden in Osteoblastenmedium behandelt worden waren. Berechnung
der Signifikanz an Tag 21: Ein-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗ p<0,001

Zellen, die mit Rapamycin behandelt wurden, zeigten im Vergleich zur Behandlung von Zellen
mit Kontrollmediumbehandlung einen schwächeren Anstieg der ALP-Aktivität, der seinen
Höhepunkt erst an Tag 15 erreichte und dann 500 U/g ergab (Abbildung 4.5.2, A).
Auch die Menge des abgelagerten Kalziums war insgesamt bei Rapamycininkubation niedriger
als bei Kontrollmedium und erreichte nach einem zögerlichen Anstieg ab Tag 15 nur 300 µg/mg
(Abbildung 4.5.2, B). Des Weiteren konnt ab Tag auch ein minimaler Anstieg der LDH-Aktivität
im Überstand verzeichnet werden, der bei der letzten Messung an Tag 21 einen 5-fachen Wert
des Ausgangsniveaus ergab (Abbildung 4.5.2, C).

4.5.2 Analyse der Signaltransduktion und der Zellschicksalsprogramme

Die Aktivität von mTORC1 und mTOR2 wurde mittels Western-Blot analysiert. Während die
Phosphorylierung des ribosomalen S6-Proteins bei der Behandlung mit Kontrollmedium gering
war (Abbildung 4.5.3, A), ließ die Behandlung mit Osteoblastenmedium durch das stärkere
Signal der pS6 den Schluss auf eine erhöhte Aktivität von mTORC1 zu. Die Wirksamkeit von
Rapamycin wurde im Western-Blot ebenfalls anhand der Phosphorylierung des ribosomalen
S6-Proteins überprüft, welches zwar vor der Behandlung noch über eine deutlich nachweis-
bare Phosphorylierung verfügte, diese sich aber ab der Inkubation mit Rapamycin nicht mehr
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nachweisen ließ (Abbildung 4.5.3, B). Auch konnte im ganzen Zeitverlauf kein Anstieg der
Signalintensität für den Seneszenzmarker p16INK4a verzeichnet werden. Sowohl LC3B als auch
Cleaved Caspase 3 waren in geringen Mengen während der ganzen Untersuchung nachweisbar,
jedoch wurde an den Tagen 18 und 21 bei beiden Markern ein leichter Abfall der detektierbaren
Menge festgestellt.
Anders verhielt es sich bei beiden Phosphorylierungsstellen des Proteins AKT. Diese zeigten
ab Tag 3 eine leichte, ab Tag 6 eine deutliche Intensitätszunahme des Signals, das bis Tag 21
gleichmäßig stark nachweisbar blieb. Damit bestätigte die Analyse des zeitlichen Verlaufs die
bisherigen Ergebnisse im Bezug auf die Aktivierung von mTORC2, die ausgelöst wurde, sobald
die rapamycininduzierte Inhibition von mTORC1 eintrat.
Die Beobachtung, dass bei einer verminderten mTORC1 und einer verstärkten mTORC2-
Aktivität weniger osteoblastäre Differenzierung nachweisbar war, lieferte jedoch noch keinen
Hinweis auf den Mechanismus dieses Zusammenhangs. Die Analyse zeigte nicht, ob es sich bei
der verminderten osteoblastären Differenzierung um eine Folge der mTORC1-Inhibition oder
um eine Konsequenz der verstärkten mTORC2-Aktivität handelte.
Im Vergleich zu den Zellen, die mit DMSO oder Rapamycin behandelt worden waren, ergab
die Analyse der bafilomycinbehandelten Zellen einen deutlichen Anstieg der ALP-Aktivität,
der an Tag 15 seinen Höhepunkt von 1200 U/g erreichte und dann langsam zurück ging. An
Tag 21 war mit circa 800 U/g jedoch noch immer eine stärkere Aktivität des Enzyms als bei
DMSO- oder Rapamycinbehandlung nachweisbar (Abbildung 4.5.2, A). Unmittelbar nachdem
die ALP-Aktivität an Tag 15 ihren Höhepunkt erreicht hatte, nahm die Menge der nachweisbaren
Kalziumablagerungen, die bis Tag 9 bereits deutlich angestiegen war, nochmals stärker zu. Sie
erreichte an Tag 21 mit 1800 µg/mg einen 6-fach höheren Wert als dies bei den rapamycinbehan-
delten Zellen gemessen wurde. Auch im Vergleich zur DMSO-Kontrolle war dies eine 3-fache
Steigerung der Kalziumablagerung und damit signifikant (Abbildung 4.5.2, B).
Vergleichbar verlief der Anstieg der LDH-Enzymaktivität, der bereits ab Tag 9 zunahm und
an Tag 21 einen beinahe 20-fachen Wert im Vergleich zum Ausgangsniveau erreichte. Dieser
Wert war signifikant größer als die Aktivität des Enzyms bei Rapamycinbehandlung und bei
DMSO-Inkubation (Abbildung 4.5.2, C).
Die Western-Blot-Analyse zeigte eine mäßige Phosphorylierung des ribosomalen S6 Proteins,
während bereits ab Tag 3 eine Zunahme des Seneszenzmarkers p16INK4a vorgefunden wurde
(Abbildung 4.5.3, C). Ebenso konnte ab Tag 3 eine deutliche Zunahme des Apoptosemarkers
Cleaved Caspase 3 nachgewiesen werden. Bemerkenswert war die deutliche und kontinuierli-
che Zunahme des Signals für den Autophagiemarker LC3B. Dies ließ auf eine Anreicherung des
Proteins und damit auf ein vermehrtes, intrazelluläres Recycling schließen. Deutlich weniger
als bei DMSO- oder Rapamycinbehandlung waren die Phosphorylierungen des Proteins AKT
nachweisbar, auch konnte hier keine deutliche Zu- oder Abnahme im Verlauf der 21 Tage identi-
fiziert werden.
Um den Einfluss von Rapamycin auf die Blockade der Autophagie durch Bafilomycin einschät-
zen zu können, wurde auch die Kombination dieser beiden Substanzen eingesetzt. Hierbei zeigte
sich für die Messung der ALP-Aktivität eine Zunahme, die stärker als die bei Rapamycinbehand-
lung war, jedoch schwächer als die Zunahme bei Bafilomycinbehandlung alleine (Abbildung
4.5.2, A). Die Kurve erreichte ihren Höhepunkt an Tag 15, hier lag eine ALP-Aktivität von 800
U/g vor, die bis Tag 21 auf 600 U/g zurückging. Bei der Analyse der Kalziumablagerung zeigte
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sich ein vergleichbarer Befund (Abbildung 4.5.2, B). Zwar nahm auch hier die nachweisbare
Menge an Kalzium im Vergleich zu den DMSO- und rapamycinbehandelten Zellen signifikant
zu, erreichte aber mit 1500 µg/mg an Tag nicht den Wert der mit Bafilomycin behandelten Zellen.
Die Quantifizierung der LDH-Aktivität ergab ab Tag 9 einen deutlichen und kontinuierlichen,
fast linearen Anstieg (Abbildung 4.5.2, C), erreichte jedoch mit einer 12-fachen Zunahme an Tag
21 im Vergleich zu Tag 1 einen nicht ganz so hohen Wert wie bafilomycinbehandelte Proben.
Die der Effektivität Rapamycinbehandlung wurde im Western-Blot überprüft und war unbeein-
flusst von der gleichzeitigen Bafilomycinbehandlung durch das Fehlen der S6-Phosphorylierung
ab Tag 3 nachweisbar (Abbildung 4.5.3, D).
Die Analyse des mTORC2-abhängigen Proteins AKT ergab eine leichte Zunahme des Signals
bei Rapamycin- und Bafilomycinbehandlung im Vergleich zu dem Signal von Zellen, die nur
mit Bafilomycin behandelt worden waren. Allerdings konnte keine so starke Zunahme der
Phosphorylierung an Serin473 festgestellt werden wie bei DMSO- oder Rapamycinbehandlung.
Etwas weniger stark als bei der Behandlung der Zellen mit Bafilomyicin alleine zeigte sich die
Expression des Protein p16INK4a. Zusätzlich konnte bei gleichzeitiger Behandlung der Zellen
mit Rapamycin und Bafilomycin ein Rückgang der Proteinexpression im zeitlichen Verlauf
nachgewiesen werden. Dies war auch bei der Analyse des Autophagiemarkers LC3B zu sehen:
trotz insgesamt stärkerer Expression des Protein als bei Behandlung der Zellen mit DMSO
oder Rapamycin war keine kontinuierliche Akkumulation des Proteins nachweisbar. Hingegen
ging die Signalintensität sogar leicht zurück. Anders verhielt es sich bei dem Apoposemarker
Cleaved Caspase 3. Dieser war zwar insgesamt schwächer exprimiert als bei Zellen, die Bafilo-
mycinbehandlung alleine erhalten hatten, aber im Gegensatz dazu nahm die Signalintensität im
Laufe der Behandlung stetig zu.

Abbildung 4.5.3: Aktivität des mTOR-Netzwerks und zellbiologischen Effek-
toren im zeitlichen Verlauf

Analyse der Expression von Proteinen des mTOR-Netzwerks und Zellschicksalsprogrammen bei
dreiwöchiger Behandlung mit Osteoblastenmedium und Vehikelkontrolle (A), beziehungsweise Osteo-
blastenmedium und mTORC1-Inhibition (B), beziehungsweise Osteoblastenmedium und Autopha-
gieinhibitor (C), beziehungsweise Osteoblastenmedium und mTORC1-Inhibition sowie Autophagi-
einhibitor (D). Dargestellt sind repräsentative Blots für vier unabhängige Versuche. Die Aktivität
von mTORC1 wurde mittels des Phosphorylierungsziels, des ribosomalen Proteins S6 untersucht.
Des Weiteren wurden die Aktivität des mTORC2 Komplexes und der PI3-Kinase mittels den Phos-
phorylierungsstellen von AKT nachgewiesen und der Seneszenzmarker p16INK4a analysiert. Für die
Darstellung der Autophagie wurde das Protein LC3B detektiert, Apoptose wurde mittels Cleaved
Caspase 3 dargestellt.
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4.6 Mechanismus der rapamycininduzierten Minderung der
Kalzifizierung

Das zentrale Ergebnis der bisherigen Untersuchung zeigte eine Verstärkung der mTORC2
Aktivität unter mTORC1-Blockade, die bestätigte, dass mTORC1 einen inhibierenden Effekt auf
mTORC2 hat, der durch die Rapamycinbehandlung aufgehoben wird. Dies ist eine Beobachtung,
die bereits von anderen Autoren beschrieben wurde (Breuleux et al. [42]). Gleichzeitig konnte
unter dieser Behandlung eine Verminderung der osteoblastären Differenzierung beobachtet
werden. Dies warf die Frage nach dem Mechanismus dieses Effekts auf.
Um zu differenzieren, ob es sich bei dieser Wirkung um eine Folge der mTORC1-Inhibition oder
um eine Konsequenz der verstärkten mTORC2-Aktivität handelte, wurde eine Blockade dieser
Seite des Netzwerks eingesetzt.

4.6.1 Pharmakologische mTORC2-Blockade

Während mit Rapamycin der mTOR-Komplex 1 direkt (mit wenigen Einschränkungen, siehe
Abschnitt 1.3.4) inhibiert werden kann, ist derzeit kein selektiver Blocker für die Aktivität von
Poteinen des den mTOR-Komplex 2 etabliert.
Um die Bedeutung der mTORC2-Aktivierung für die Rapamycin vermittelte Verminderung der
osteoblastären Differenzierung zu analysieren, wurde AKT als direktes Ziel von mTORC2 mit
Hilfe des Inhibitors MK2206 blockiert (Liu et al. [270], Hirai et al. [165]).

Abbildung 4.6.1: Wirkung des AKT-Inhibitors MK2206

A: Darstellung des Effekts von MK2206 auf AKT sowie die Strukturformel der Substanz. B: Western-
Blot Analyse einer Dosisreihe. Humane mesenchymale Stromazellen wurden für 24 Stunden mit den
angegebenen Konzentrationen an MK2206 inkubiert. Anschließend erfolgte mittels Western-Blot-
Verfahrens die Bestimmung der Proteinphosphorylierung. Proben, die mit 0 nM Blocker behandelt
wurden, wurden mit dem Lösungsmittel DMSO inkubiert.

Ein blockierender Effekt von mTORC1 auf mTORC2, der durch Rapamycin unterbunden wird,
könnte zwar auch unter Einwirkung von MK2206 noch zu einer Aktivierung von mTORC2
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führen, die nachfolgende Aktivierung von AKT wäre jedoch blockiert. Eine mTORC2 vermittelte
Aktivierung eines anti-apoptotischen Zellschicksalsprogrammes über AKT wäre demnach nicht
mehr möglich.
Um die spezifische Wirkung des Inhibitors auf AKT zu bestimmen, wurden zunächst Zellen mit
unterschiedlichen Wirkstoffkonzentrationen behandelt und im Western-Blot die Phosphorylie-
rungszustände der Proteine untersucht. Die Analyse der Inkubation von MSCs mit unterschied-
lichen Konzentrationen an MK2206 zeigte eine Inhibition beider AKT-Phosphorylierungsstellen
ab einer Konzentration von 100 nM. Als niedrigste wirksame Dosis wurde daher diese Konzen-
tration in den folgenden Versuchen eingesetzt.

4.6.2 Osteoblastäre Differenzierung unter AKT Inhibition

Die Auswirkungen von MK2206 auf die osteoblastäre Differenzierung bei Anwendung über
einen längeren Zeitraum wurden analysiert, indem verschiedene Konzentrationen eingesetzt
und sowohl die Aktivität der ALP nach sieben Tagen als auch das Ausmaß der Kalziumablage-
rungen nach 21 Tagen gemessen wurden.
Die Messung der alkalischen Phosphatase zeigte bei MK2206 keine dosisabhängige Inhibierung
des osteoblastären Markerenzyms. Die Kalziummessung zeigte ebenfalls keine Beeinflussung
durch MK2206.

Abbildung 4.6.2: ALP und Kalziumanalyse bei AKT-Inhibition

Analyse der enzymatischen Aktivität von ALP nach sieben Tagen und der Ablagerung von Kalzium
nach 21 Tagen bei Behandlung mit Kontroll- oder Osteoblastenmedium und der angegebenen Konzen-
tration des AKT Inhibitors MK2206. Als Lösungsmittelkontrolle wurde DMSO mit dem größten
verwendeten Volumen an Inhibitor eingesetzt. Alle Proben wurden entsprechend ihres Proteinge-
haltes normalisiert, es handelt sich bei ALP um vierfach, bei Kalzium um zweifach Bestimmungen.
Angegeben sind Mittelwerte und SEM.

Um zu prüfen, ob die verminderte Kalzifizierung der Zellen unter Rapamycineinfluss durch
die hierunter beobachtete verminderte Aktivität von mTORC1 oder die ebenfalls nachweisbare
mTORC2-Aktivierung hervorgerufen wurde, wurden Rapamycin und MK2206 kombiniert.
Humane MSC wurden über einen Zeitraum von 3 Wochen mit Osteoblastenmedium inkubiert,
dem entweder das Lösungsmittel als Kontrolle zugegeben worden war oder der einen bezie-
hungsweise beide Wirkstoffe für mTORC1- und AKT-Inhibition enthielt. Das Medium wurde
jeden dritten Tag gewechselt.
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4.6.2.1 Analyse des Phänotyps

Um den Differenzierungsvorgang in Osteoblasten qualitativ und quantitativ interpretieren zu
können, wurde die Aktivität der alkalischen Phosphatase nach sieben Tagen bestimmt, die
Kalziumablagerungen an Tag 21 quantifziert und die Analyse durch eine Alizarinfärbung an
Tag 21 ergänzt.
Die Messung der alkalischen Phosphatase ergab eine signifikante Zunahme der Enzymaktivität
bei Behandlung mit Osteoblastenmedium um fast 100%. Diese wurde durch eine Behandlung
mit Rapamycin um mehr als 50% reduziert, was ebenfalls ein signifikantes Ergebnis war. Die
Inkubation der Zellen mit Osteoblastenmedium und dem AKT-Inhibitor MK2206 ergab einen
Zunahme von circa 75% der ALP-Aktivität im Vergleich zu Kontrollmedium, die damit zwischen
den Werten für Osteoblastenmedium alleine und Osteoblastenmedium mit Rapamycin lag.
Wurden die Zellen sowohl mit Rapamycin als auch MK2206 inkubiert, konnte keine Vermin-
derung der ALP-Aktivität wie unter alleiniger Rapamycinbehandlung gemessen werden. Die
Enzymaktivität lag in diesem Fall noch immer bei nahezu 100% (Abbildung 4.6.3, A).

Abbildung 4.6.3: ALP und Kalziumanalyse nach Inkubation mit MK2206
und/oder Rapamycin

hMSC wurden mit Osteoblastenmedium, 20 nM Rapamycin (Rapa) und/oder 100 nM MK2206
inkubiert und ihre Differenzierung im Verleich zu mit Kontrollmedium behandelten Zellen darge-
stellt. Die Aktivität der alkalischen Phosphatase wurde sieben Tage nach Beginn der Inkubation
gemessen und anhand des Proteingehaltes normalisiert. Die Ablagerung von Kalzium wurde nach
21 Tagen quantifiziert und ebenfalls mit der gemessenen Proteinmenge verrechnet. Mittelwerte mit
SEM der densitometrischen Auswertung, n=6. Berechnung der Signifikanz: Ein-Weg-ANOVA,
Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗ p<0,001

Ähnliche Beobachtungen konnten auch bei der Quantifizierung der Kalziumablagerungen
gemacht werden (Abbildung 4.6.3, B). Hier führte die alleinige Rapamycinbehandlung zu ei-
ner Senkung der nachweisbaren Kalziummenge um mehr als zwei Drittel im Vergleich zu
Osteoblastenmedium ohne mTORC1-Inhibition. Die alleinige Behandlung der Zellen mit dem
AKT-Inhibitor minderte die Kalziumablagerungen hingegen nicht. Bei der kombinierten In-
kubation von AKT- und mTORC1-Blocker kam es zu einer nicht-signifikanten Minderung im
Vergleich zu Behandlung mit Osteoblastenmedium. Damit lag die Menge an nachweisbaren
Kalziumablagerungen bei der Gabe von Rapamycin und MK2206 zusammen noch immer signi-
fikant über der Menge, die bei alleiniger Inkubation mit dem mTORC1-Blocker nachweisbar
war.
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Die morphologischen Veränderungen während der Inkubationszeit und insbesondere die Abla-
gerung von Kalziumhydroxylapatit wurden dokumentiert, indem nach drei Wochen Behand-
lung eine Alizarinfärbung durchgeführt wurde (Abbildung 4.6.4). Diese zeigte gegenüber
nahezu ungefärbten Kontrollen verstärkte Ablagerungen bei Osteoblastenmedium, die durch
Rapamycininkubation deutlich vermindert wurden. Wurde gleichzeitig mit Rapamycin der
AKT-Inhibitor MK2206 eingesetzt, konnte die reduzierte Ablagerung von Kalzium nicht be-
obachtet werden. Hier zeigten sich sogar noch stärkere Ablagerungen als bei Behandlung
mit Osteoblastenmedium. Die alleinige Behandlung mit MK2206 führte hingegen zu einer
Ablagerung ähnlich der Ablagerung mit Osteoblastenmedium.

Abbildung 4.6.4: Alizarinfärbung nach Inkubation mit MK2206 und/oder Ra-
pamycin

Spezifische Färbung von Kalzium in Form von Kalziumhydroxylapatit mit Alizarin Rot nach dreiwö-
chiger Behandlung von humanen MSC mit Osteoblastenmedium (OM), 20 nM Rapamycin und/oder
100 nM MK2206. Vergrößerung x400, Maßstabsleiste = 100 µm

4.6.2.2 Analyse von Signaltransduktion und Zellschicksalsprogrammen

Nach einer Inkubation von drei Wochen mit Kontrollmedium beziehungsweise Osteoblastenme-
dium sowie Rapamycin und /oder MK2206 wurden Proteinlysate hergestellt, um die Aktivität
von mTORC1 und mTORC2 sowie der von ihnen regulierten Zellschicksalsprogramme zu
untersuchen (Abbildung 4.6.5).
Wie bereits zuvor gesehen (siehe Abschnitt 4.4.1 und 4.5), löste die Inkubation der Zellen mit
Osteoblastenmedium einen leichten Anstieg der mTORC1-Aktivität aus, repräsentiert durch
p70-S6T389. Dessen Aktivierung wurde durch Rapamycin vollständig verhindert.
Ebenso verminderte der Blocker die Expression des Seneszenzmarkers p16INK4a sowie dem
Autophagiemarker LC3B. Gleichzeitig löste Rapamycinbehandlung die signifikante Aktivierung
von pAKTS473 aus, die bereits zuvor festgestellt worden war (siehe Abschnitt 4.4.4 und 4.5).
Außerdem war der anti-Apoptosemarker Bcl-2 verstärkt und das Apoptoseprotein Cleaved
Caspase vermindert nachweisbar.
Die Behandlung der Zellen mit dem AKT-Inhibitor alleine veränderte die Signalstärke der
pp70-S6T389-Phosphorylierung im Vergleich zu Kontrollbehandlung nicht. Die Untersuchung
der beiden AKT-Phosphorylierungsstellen zeigte stark verringerte Signale. Das Markerprotein
für Seneszenz, p16INK4a, war ebenso nachweisbar wie Cleaved Caspase 3, das als Nachweis
der Apoptose untersucht wurde. Sowohl das Autophagieprotein LC3B, als auch der anti-
Apoptosemarker Bcl-2 waren etwas vermindert.
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Die gleichzeitige Behandlung mit MK2206 und Rapamycin inhibierte sowohl das Signal für
p70-S6T389 als auch die Signale für pAKTS473 und pAKTT308 im Vergleich zur Kontrolle.
Die durch Rapamycinbehandlung gesteigerte AKT Phosphorylierung am Serinrest473 konnte
demnach nicht mehr nachgewiesen werden. Die Behandlung mit dem AKT-Inhibitor und
dem mTORC1-Modulator senkte die Proteinexpression von Bcl-2 und steigerte die Signale für
Cleaved Caspase, dies stellt einen Hinweis für erhöhte Apoptose dar.

Abbildung 4.6.5: Western Blot Analyse nach Inkubation mit MK2206 und/oder
Rapamycin

Analyse der Aktivität von wichtigen Kinasen des mTOR-Netzwerks sowie Expressionsanalyse von
Markerproteinen für zelluläre Prozesse. Eingesetzt wurden 20 nM Rapamycin und/oder 100 nM
MK2206 in Osteoblastenmedium (OM). Dargestellt ist ein repräsentatives von vier unabhängig
voneinander durchgeführten Experimenten.

Um dies zu bestätigen, wurde auch hier ein ELISA für fragmentierte DNA durchgeführt (Abbil-
dung 4.6.6).
Bei dieser Untersuchung konnte in Proben, die mit Osteoblastenmedium behandelt worden
waren, circa 1,5-mal mehr Apoptose nachgewiesen werden, als bei Kontrollmedium. Durch die
Behandlung mit Rapamycin alleine konnte dies nahezu wieder auf den Wert von Kontrollme-
dium gesenkt werden. Die Behandlung der Zellen mit dem AKT-Inhibitor alleine hatte dagegen
keine Auswirkungen auf die Menge an fragmentierter DNA. Hier bliebt das Niveau ähnlich
hoch wie bei Osteoblastenmedium alleine und war damit signifikant höher als die Menge an
fragmentierter DNA bei Kontrollniveau.
Wurde MK2206 gemeinsam mit Rapamycin gegeben, nahm die Menge der nachweisbaren
fragmentierten DNA deutlich zu, und es war kein protektiver Effekt von Rapamycin mehr zu
verzeichnen.
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Abbildung 4.6.6: Nachweis von Apoptose mittels ELISA

Um zwischen Apoptose und nekrotischen Prozesse unterscheiden zu können, wurde mittels eines
ELISA fragmentierte DNA nachgewiesen. Zur Normalisierung wurde die Menge an gebildetem
Protein berücksichtigt. Rapa = 20 nM Rapamycin, OM = Osteoblastenmedium. Mittelwerte mit
SEM der densitometrischen Auswertung, n=6 . Berechnung der Signifikanz: Ein-Weg-ANOVA,
Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗ ∗ ∗ p<0,001

4.6.3 Viral induzierte mTORC2-Blockade

4.6.3.1 Herstellung von Lentiviren mit Rictor-gerichteter shRNA

Durch die Analyse der Verkalkung bei Einsatz des mTOR-Modulators Rapamycin und des
AKT-Inhibitors MK2206 war naheliegend, dass die Aktivierung durch mTORC2 wichtig für
die rapainduzierte Inhibierung der osteoblastären Differenzierung war. Da die Inhibierung
von AKT möglicherweise unspezifische Wirkungen haben könnte oder bestimmte Proteine,
die abhängig von der Phosphorylierung an pAKTT308 sind, nicht aktiviert werden, sollten die
Ergebnisse mittels einer zweiten Methode verifiziert werden.
Hierzu sollte molekularbiologisch interveniert werden, indem mittels shRNA das Protein Rictor
depletiert werden sollte. Eine Aktivierung von pAKTT308 durch die PI3K wäre dann immer
noch möglich, während mTORC2 keine Wirkung mehr haben dürfte.
Da sich mesenchymale Stromazellen nicht effektiv transfizieren lassen, wurde die Expression
der shRNA durch eine virale Transduktion der Zellen angestrebt. Hierfür musste eine rictorspe-
zifische shRNA mittels eines lentiviralen Expressionssystem in die Zellen eingebracht werden.
Durch die Arbeitsgruppe von Prof. Tobias Huber (Freiburg) konnte eine spezifische shRNA für
Rictor in einem retroviralen Expressionsvektor namens pSuperRetro erhalten werden. Diese
Sequenz wurde mittels Klonierung in den pLTVH-Vektor überführt.
Dazu wurden die Vektoren mittels zweier Restriktionsenzyme geöffnet, die Fragmente in einem
Agarosegel separiert, einzelne Banden ausgeschnitten, aufgereinigt und anschließend neu ligiert.
Der entstandene Vektor wurde mittels Restriktionsanalyse beziehungsweise Sequenzierung
überprüft und anschließend in E.coli-Bakterien amplifiziert (Abbildung 4.6.7).
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Abbildung 4.6.7: Restriktionsana-
lyse

DNA-Gelelektrophorese in 1% Agarosegel in TAE-Puffer.

Eine DNA-Leiter links in Spur 1 und eine weitere DNA-Leiter

rechts in Spur 7 für die Ermittlung der Größe kleinerer DNA-

Fragmente.

Spur 2, 3 und 4 enthalten 1 µg DNA nach Restriktion mit EcoRI

und ClaI, in Spur 2 der pSuperRetro-Rictor-shRNA-Vektor, in

Spur 3 der pLVTH und in Spur 4 der neu klonierte pLTVH-shRNA-

Rictor Vektor.

Spuren 5 und 6 enthalten 1 µg DNA der Vektoren pLVTH und

pLVTH-shRNA-Rictor nach Verdau mit den Enzymen XbaI und

XhoI.

In Spur 2 und 4 ist das Fragment, das die Information für

die shRNA gegen Rictor trägt, rot markiert. In Spur 6 ist

das Fragment mit einem blauen Kreis markiert, das im Ver-

gleich zum ursprünglichen Vektor links daneben einen Grö-

ßenschift nach oben aufweist, da es ebenfalls die shRNA ent-

hält.

Durch die unterschiedlichen Größenverhältnisse der Fragmente

wurde das Gel mit zwei unterschiedlichen Belichtungszeiten pho-

tographiert, daher ist dieses Bild aus zwei Fotos zusammenge-

setzt.

Der Vektor trägt die Bezeichnung pLVTH-shRNA-Rictor und besitzt neben der eingefügten
shRNA -kodierenden Kassette eine GFP (Green-Fluorescence-Protein)-Sequenz. Diese führt
dazu, dass Zellen, die durch Lentiviren infiziert wurden, nicht nur die shRNA exprimieren, son-
dern auch grün fluoreszieren und so unter dem Mikroskop die Transduktionseffizienz überprüft
werden kann.
Dementsprechend wurden für alle Versuche Kontrollgruppen mitgeführt, in denen die Zellen
ebenfalls durch ein pLVTH-Plasmid transduziert worden waren und grün leuchteten, jedoch
anstatt einer rictorspezifischen shRNA eine unspezifische shRNA exprimierten (Abbildung
4.6.8).
Für die Generierung der viralen Partikel wurden drei Plasmide eingesetzt: ein Plasmid für die
Expression der shRNA, eines für die Expression der Hüllproteine des Virus und eines, das das
sogenannte „packaging “, also den Zusammenbau des Virus, bewirkt.
Die Viren für die Transduktion der MSC wurden in 293T-HEK-Zellen generiert, indem diese
durch eine Kalziumphosphat-Behandlung mit allen drei Plasmiden transfiziert wurden. Sobald
die Zellen die Plasmide transkribiert und die entsprechenden Proteine generiert hatten, wurden
die Viruspartikel zusammengesetzt und sezerniert.
Nach zwei Tagen konnte der Überstand der Zellen geerntet werden, der die Viren enthielt,
diese wurden mittels Ultrazentrifugation aufkonzentriert. Anschließend wurden die Viren mit
10 µg/ml Protaminsulfat versetzt, um die Adhäsion an die MSCs zu erleichtern und für die
Infektion der Stromazellen verwendet.
Die MSCs wurden bei sehr niedrigen Konfluenz (circa 20%) mehrfach im Verlauf weniger Tage
transduziert und die Expression von GFP mittels Fluoreszenzmikroskopie kontrolliert.
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Abbildung 4.6.8: Immunfluoreszenzanalyse

Repräsentative Mikrographien von hMSC nach Infektion mit GFP-vermittelnden Lentiviren. Wäh-
rend die Zellen bei der Kontrolle durchaus noch Rictor produzieren können, produzieren die grün
flureszierenden Zellen rechts eine shRNA, die die Expression von Rictor hemmt. Neben der Dar-
stellung der mit DAPI gefärbten DNA in blau links und der durch GFP autofluoreszenzierenden
Zellen in der Mitte ist in den Abbildungen rechts die Überlagerung (merge) der beiden Kanäle gezeigt.
usp=unspezifische shRNA, Ric= shRNA gegen die mRNA von Rictor

4.6.3.2 Analyse des Phänotyps

Die Analyse des Differenzierungsprozesses durch Osteoblastenmedium wurde mittels Aktivi-
tätsmessung der alkalischen Phosphatase, Quantifizierung der abgelagerten Menge Kalzium
und Darstellung des Kalziumhydroxylapatits durch Alizarinfärbung durchgeführt (Abbildung
4.6.9).

Abbildung 4.6.9: ALP und Kalzium Analyse nach viraler Transduktion

hMSC wurden mit Lentiviren transduziert und anschließend mit Osteoblastenmedium und 20 nM
Rapamycin (Rapa) behandelt. Dargestellt ist die Aktivität der alkalischen Phosphatase nach 7 Tagen
und die Quantifizierung der Kalziumablagerung nach 21 Tagen. In beiden Grafen wurden die Werte
mit der gemessenen Proteinmenge normalisiert. Abkürzungen: usp=unspezifische shRNA, Ric=
shRNA gegen die mRNA von Rictor, Rapa = 20 nM Rapamycin, OM = Osteoblastenmedium.
Mittelwerte mit SEM, n=5. Berechnung der Signifikanz: Ein-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗
p<005; ∗ ∗ ∗ p<0,001
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Die Messung der ALP-Aktvität zeigte eine signifikante Zunahme der Enzymaktivität bei der
Behandlung mit Osteoblastenmedium. Wurde Rapamycin eingesetzt, war eine 50%ige Vermin-
derung messbar, die nur auftrat, wenn unspezfisiche shRNA bei der Transduktion eingesetzt
worden war. Wurde hingegen shRNA gegen Rictor eingesetzt, stieg die Aktivität der ALP bei
Rapamycinbehandlung sogar leicht über das Niveau der Osteoblastenmediumbehandlung.
Ein nahezu identisches Bild lieferte die Auswertung der Kalziumquantifizierung. Während
im Vergleich zu Kontrollmedium eine signifikante Zunahme der Kalziumablagerung beobach-
tet werden konnte, war die messbare Menge bei Rapamycinbehandlung davon abhängig, ob
Rictor exprimiert wurde oder nicht. War eine unspezifische shRNA eingesetzt worden, sank
die nachweisbare Kalziummenge um fast 50%. Bei rictorspezifischer shRNA zeigte sich eine
leichte Steigerung der Kalziumablagerung im Vergleich zu Osteoblastenmedium. Im Vergleich
zu Rapamycinbehandlung bei unspezifischer RNA war dieses Ergebnis höchst signifikant.
Optisch wurden diese Messergebnisse durch die Alizarinfärbung bestätigt (Abbildung 4.6.10).
Diese zeigte, dass mit Rictor-shRNA transduzierte Zellen auch nach Behandlung mit Rapamycin
stark rot, fast schon schwärzlich gefärbt waren. Im Gegensatz dazu zeigten Zellen, die mit
unspezifischer shRNA verändert worden waren, zwar ohne Rapamycin eine ähnlich starke
Farbgebung, wiesen aber nach Rapamycinbehandlung weniger massive Färbereaktionen auf.

Abbildung 4.6.10: Alizarinfärbung nach viraler Transduktion

Neben Kontrollmedium-Behandlung sind repräsentative Mikrographien von Alizaringefärbten MSCs
nach 21 Tagen Inkubation mit Osteomedium abgebildet, die entweder mit unspezifischen oder rictor-
spezifischer shRNA transduziert wurden. Abkürzungen: usp=unspezifische shRNA, Ric= shRNA
gegen die mRNA von Rictor, Rapa = 20 nM Rapamycin, OM = Osteoblastenmedium.

4.6.3.3 Analyse von Signaltransduktion und Zellschicksalsprogrammen

Für die Untersuchung der Bedeutung des mTOR-Komplexes 2 beim Differenzierungsprozess in
Osteoblasten wurden MSC nach ihrer Transduktion mit Osteoblastenmedium kultiviert. Neben
der Kontrolle mit normalem Wachstumsmedium wurde außerdem die gleichzeitige Blockade
von beiden mTOR-Komplexen untersucht, indem die Zellen zusätzlich noch mit Rapamycin
behandelt wurden. Nach dreiwöchiger Inkubation wurden Lysate hergestellt und die Proteinex-
pression im Western Blot analysiert.
Die Untersuchung der Expression im Western-Blot zeigte für das Protein Rictor keine Verände-
rung der Signalstärke, wenn die Zellen mit unspezifischer shRNA transduziert worden waren
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(Abbildung 4.6.11). War jedoch ein Virus mit rictorspezifischer shRNA eingesetzt worden,
konnte eine deutliche geringere Menge des Proteins nachgewiesen werden. Auch die Phospho-
rylierung AKTS473 ließ sich dann kaum mehr nachweisen.
Die Wirksamkeit der Behandlung mit Rapamycin wurde durch die Untersuchung der Phospho-
rylierung p70-S6T389 überprüft, die nicht mehr nachgewiesen werden könnte, wenn mTORC1
inhibiert war. Allerdings konnte im Vergleich zu Kontrollmedium eine deutliche Intensivierung
des Signals bei Behandlung mit Osteoblastenmedium festgestellt werden, was auf erhöhte
mTORC1-Aktivität deutet. Bei Zellen mit normaler Rictor-Expression führte die Rapamycinbe-
handlung zu einer starken Signalzunahme von AKTS473 im Vergleich zu Kontrollmedium. Dies
konnte jedoch nicht beobachtet werden, wenn die Zellen Rictor-shRNA exprimierten.
Während Rapamycin in Zellen mit unspezifischer shRNA-Expression die Signalintensität des
Seneszenzmarkers p16INK4a minimierte, ließ sich dieses Protein wieder unvermindert nachwei-
sen, wenn gleichzeitiger Rictor depletiert wurde.

Abbildung 4.6.11: Western Blot Analyse nach viraler Transduktion

Für den Nachweis der mTORC1 Aktivität wurde die Phosphorylierung der p70-S7-Kinase überprüft,
für mTORC2 wurde sowohl die Expression des Proteins Rictor, als auch seines Substrates AKT ana-
lyisert. Die davon abhängigen Prozesse wurden mittels relvanter Markerproteine dargestellt. Gezeigt
ist ein repräsentativer von fünf unabhängig voneinander durchgeführten Versuchen. Abkürzungen:
usp=unspezifische shRNA, Ric= shRNA gegen die mRNA von Rictor, Rapa = 20 nM Rapamycin,
OM = Osteoblastenmedium.

Bei mTORC1-Modulation durch Rapamycin war die Expression von LC3B und Cleaved Caspase
3 reduziert. Diese Minderung wurde durch den lentiviralen Knockdown aufgehoben. Die
Expression von Bcl-2, das durch Rapamycin stärker vorzufinden war, war unter zeitgleicher
Rictor-shRNA-Expression deutlich vermindert.
Um zwischen den Prozessen Nekrose und Apoptose unterscheiden zu können und zu untersu-
chen, welche Auswirkung die Expression der rictorspezifischen shRNA für den programmierten
Zelltod hatte, wurde mittels eines ELISA untersucht, ob in diesen Zellen eine unterschiedliche
Menge an fragmentierter DNA im Vergleich zur Expression mit unspezifischer shRNA zu finden
war. Fragmentierte DNA kann als Hinweis auf Apoptose verstanden werden, da bei diesem
Prozess ein gezielter Abbau der Nukleosomen stattfindet.
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Die Analyse der transduzierten Zellen zeigte, dass Osteoblastenmedium die Menge an fragmen-
tierter DNA im Vergleich zu Zellen, die mit Kontrollmedium behandelt worden waren, um das
fast dreifache steigerte (Abbildung 4.6.12). Die Behandlung mit Rapamycin senkte die Menge
an nachweisbaren DNA-Fragmenten wieder bis auf das Kontrollniveau, wenn die Zellen mit
unspezfischer shRNA behandelt worden waren. Wurden sie hingegen mit Rictor-spezfischer-
shRNA transduziert, konnte Rapamycin diesen Effekt nicht mehr bewirken, hier war die Menge
an fragmentierter DNA unvermindert hoch.

Abbildung 4.6.12: Nachweis von Apoptose mittels ELISA

Um zwischen Apoptose und nekrotischen Prozesse unterscheiden zu können, wurde mittels eines
ELISA fragmentierte DNA nachgewiesen. Zur Normalisierung wurde die Menge an gebildetem
Protein berücksichtigt. Abkürzungen: usp=unspezifische shRNA, Ric= shRNA gegen die mRNA
von Rictor, Rapa = 20 nM Rapamycin, OM = Osteoblastenmedium. Mittelwerte mit SEM, n=6.
Berechnung der Signifikanz: Ein-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗ ∗ ∗ p<0,001
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4.7 Der Einfluss von Rapamycin auf die Gefäßwand in vivo

Die bisherigen in vitro Untersuchungsergebnisse sprachen für einen benefiziellen Einfluss von
Rapamycin auf die Differenzierungs- und Kalzifizierungsprozesse von MSCs. Dieser verlief
mittels rapamycininduzierter Hemmung von mTORC1 durch eine dadurch hervorgerufene
Aktivierung von mTORC2. Die Verminderung der mTORC1-Aktivität und die Verstärkung der
mTORC2-Aktivität veränderte dann die Aktivität von Genprogrammen, die das Schicksal der
Zelle modifzierten.
Um zu überprüfen, ob die im Zellkulturmodell gewonnenen Erkenntnisse auch in vivo relevant
sind, sollte der Einfluss von Rapamycin auf die Geschehnisse in der Gefäßwand überprüfen
werden.
Durch zeitgleich stattfindende tierexperimentellen Arbeiten, die von Dr. rer. nat. Dennis Gürgen
durchgeführt wurden, gab es im Labor der AG Dragun ein Mausmodell, das für die Untersu-
chung der Fragestellung in Betracht kam.
In dieser Untersuchung waren Mäuse 37 Tage lang mit Rapamycin oder Vehikel behandelt wor-
den. Aorten dieser Tiere waren nach der Durchführung des Versuchs schockgefroren worden
und konnten für Kryoschnitte eingesetzt werden. Diese wurden mittels Immunfluoreszenz-
färbung auf die Aktivität von Kinase des mTOR-Netzwerks untersucht. Außerdem wurde
dargestellt, wie stark die Expression von Markerproteinen der Zellschicksalsprogramme war,
ähnlich wie dies bei den in vitro-Arbeiten im Western-Blot durchgeführt worden war.
Bei der Analyse des mTOR-Netzwerks wurde zunächst die Aktivität von mTORC1 bestimmt,
dazu wurde die Wirkung von Rapamycin in der Gefäßwand durch Färbung der mTORC1-
abhängigen Phosphorylierungsstelle pp70-S6T389 überprüft (Abbildung 4.7.1, A und B). Bei
Behandlung der Tiere mit der Lösungsmittelkontrolle war diese Phosphorylierung nachweisbar,
waren die Tiere jedoch mit Rapamycin behandelt worden, lag die Signalintensität pp70-S6T389

deutlich vermindert vor oder war überhaupt nicht nachweisbar. Zwar war der Medikamen-
tenspiegel der Tiere mittels Serumanalysen während des Versuchs überprüft worden, erst die
Darstellung der pp70-S6T389-Phosphorylierung konnte jedoch die Wirksamkeit der Behandlung
im Gewebe zeigen.
Der Seneszenzmarker p16INK4a konnte stärker nachgewiesen werden, wenn die Tiere mit der
Lösungsmittelkontrolle behandelt worden waren als unter der Behandlung mit Rapamycin
(Abbildung 4.7.1, C und D). Ebenso ließ sich bei Vehikelkontrolle auch der Autophagiemarker
LC3B stärker nachweisen als bei Rapamycinbehandlung. Die Signalstärke war geringer, wenn
die Tieren mit Rapamycin behandelt worden waren, hier ließ sich fast kein LC3B nachweisen
(Abbildung 4.7.1, E und F).
Die Analyse der Phosphorylierungsstelle pAKTS473 zeigte eine mäßige, zytoplasmatisch-diffuse
Färbung bei Tieren, die Verhikelbehandlung erhalten hatten. Im Vergleich dazu wiesen die Tiere
bei Rapamycinbehandlung eine stärkere und auch nukleär deutlich angereicherte Färbung auf
(Abbildung 4.7.1, G und H).
Waren die Mäuse mit der Vehikelkontrolle behandelt worden, konnte ein stärkeres Signal des
Apoptosemarker Caspase 3 nachgewiesen werden, als wenn die Tiere Rapamycin erhalten
hatten (Abbildung 4.7.1, I und J). Der anti-Apoptosemarker Bcl-2 war in Aorten von Mäusen,
die Rapamycin erhalten hatten, deutlich nachweisbar, er lag hingegen vermindert vor, wenn die
Tiere die Lösungsmittelkontrolle erhalten hatten (Abbildung 4.7.1, K und L).
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Abbildung 4.7.1: Immunfluoreszenzfärbung von Mäuseaorten

Aorten-Kryoschnitte von Mäusen, die ab der 10ten Lebenswoche für 37 Tage jeden dritten Tag mit
1,5 mg/kg Rapamycin oder Vehikel injiziert worden waren (A, C, E, G, I und K jeweils Vehikel, B, D,
F, H, J und L Rapamycinbehandlung). Die Färbung mit dem jeweiligen Antikörper ist rot dargestellt,
Zellkerne wurden mit DAPI blau gefärbt. Daneben Phasenkontrastbilder und Überlagerungen der
Färbungen. A und B zeigen repräsentative Färbungen des mTORC1 Ziels phospho-p70-S6T389, C
und D stellen den Marker für zelluläre Seneszenz p16INK4a dar, E und F zeigen den Autophagiemarker
LC3B. Die Abbildungen in G und H zeigen das mTORC2 Ziel phospho-AKTS473. In I und J ist der
Marker für anti-Apoptose Bcl-2 dargestellt. K und L zeigen den Apoposemarker Caspase 3. Eines von
vier unabhängigen Experimenten ist dargestellt, Vergrößerung x400, die kleinen Bilder entsprechen
einem 5-fach Zoom, Maßstableiste = 100 µm
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4.8 Interzelluläre Beeinflussung der Kalzifizierung durch Rapamycin

Bislang wurden die Untersuchungen lediglich für den direkten Effekt von Rapamycin auf Zellen
oder Gewebe durchgeführt. Die Anwendung des Wirkstoffs hat jedoch, wie in Abschnitt 1.3.5
erwähnt wird, eine starke immunsupprimierenden Wirkung.
Bei einer hypothetischen Anwendungen des Wirkstoffs zur Minderung der Gefäßverkalkung
wäre diese jedoch nicht erwünscht. Daher wurde nach einer Möglichkeit gesucht, die positiven
Aspekte der Substanz für die Minderung der Kalzifizierung zu nutzen, ohne das Abwehrsystem
zu beeinflussen. Dabei sollte auch berücksichtigt werden, dass die betroffenen Zellen in der
Gefäßwand im Gegensatz zu multipotenten Zellen bereits einen Reifeprozess durchlaufen ha-
ben und hauptsächlich als glatte Muskelzellen (VSMCs) in der Media vorliegen. Zwar ließ die
Analyse der Aortenschnitte den Hinweis zu, dass dort prinzipiell die gleiche Signalstransdukti-
onskaskade ablaufen könnte wie in den undifferenzierten Vorläuferzellen, die Untersuchung
konnte jedoch nicht klären, ob die mTORC1-Inhibition eine Verminderung der Kalziumablage-
rung in VSMCs herbeiführen könnte.

4.8.1 Modell zur Nutzung parakriner Effekter von MSCs

Da MSCs für parakrine Effekte und immunmodulatorische Eigenschaften außerordentlich be-
kannt sind (Di Nicola et al. [92], Potian et al. [364], Tse et al. [486], Bartholomew et al. [362], [24],
Krampera et al. [230], [231], Djouad et al. [96], Rasmusson et al. [385]), wurde ein Untersuchungs-
modell etabliert, das die sekretorischen Fähigkeiten der mesenchymalen Gefäßvorläuferzellen in
den Vordergrund stellt. Gleichzeitig sollte dabei das Potential der mTOR-Modifikation genutzt
werden, um zum einen die Gefäßverkalkung zu beeinflussen und des Weiteren einen positiven
Effekt auf die parakrinen Effekte der MSC auszuüben.

4.8.1.1 Beeinflussung der Kalzifizierung mittels parakriner Effekte

Zunächst wurde untersucht, ob MSCs prinzipiell parakrine Effekte haben, die eine Minderung
der Gefäßverkalkung herbeiführen. Um zu klären, ob die Zellen per se einen positiven Einfluss
auf die Differenzierung von glatten Gefäßmuskelzellen haben könnten, wurden MSCs in Kon-
trollmedium (ohne Zusätze von Faktoren, die Osteoblastendifferenzierung einleiten) kultiviert.
Dieses enthielt entweder die Lösungsmittelkontrolle DMSO oder 20 nM Rapamycin, um den
Einfluss der mTOR-Modifikation auf parakrinen Effekte zu analysieren. Das so konditionierte
Medium wurde jeweils nach zwei Tagen von den Zellen abgenommen, kurz zentrifugiert, um
abgelöste Zellen zu entfernen, und der Überstand dann mit zweifach konzentriertem Osteobla-
stenmedium vermischt. Das so erhaltene Medium entsprach dementsprechend dem üblichen
Osteoblastenmedium und wurde durch DMSO und Rapamycin auf eine finale Konzentration
von 20 nM ergänzt, dann auf glatte Muskelzellen übertragen und auf diesen wiederum bis zum
nächsten Mediumwechsel zwei Tage später belassen. Zu diesem Zeitpunkt wurden die VMSCs
erneut mit MSC-konditioniertem Medium behandelt. Dieser Vorgang wurde insgesamt über
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drei Wochen durchgeführt.
Um kontrollieren zu können, welchen Effekt das Medium hatte, wenn es bereits auf Zellen inku-
biert worden war, wenn also ein Teil der Nährstoffe verbraucht und zelluläre Abfallprodukte
darin freigesetzt worden waren, wurde eine Kontrolle mitgeführt. Diese bestand aus Medium,
das auf VSMCs konditioniert worden war und dann auf glatte Muskelzellen übertragen wurde.
So konnte bestimmt werden, welche Effekte durch die MSCs hervorgerufen wurden und damit
nicht durch die Veränderungen der Konditionierung bewirkt wurden.
Nach dem dritten Mediumtransfer und weiteren zwei Tagen Inkubation wurde die Aktivität
der alkalischen Phosphatase gemessen, dies entsprach ungefähr einer Woche Inkubation der
VSMC-Zielzellen. Nachdem das Medium insgesamt zehn Mal übertragen worden war, wurde
die Ablagerung von Kalzium im Verhältnis zur Proteinmenge bestimmt. Dies entsprach einer
circa dreiwöchigen Inkubation der VSMCs und stellte damit den auch bislang gewählten Diffe-
renzierungszeitraum dar.
Verglichen wurde dann bei den Analysen, ob die Behandlung mit MSC-konditioniertem Me-
dium einen anderen Grad der osteoblastären Differenzierung auslöste, als die Behandlung
mit VSMC-konditioniertem Medium, und welche Wirkung eine mTOR-Modulation hierbei
hatte. Die Analyse der ALP-Aktivität zeigte, dass VSMCs, die Medium erhalten hatten, das
durch MSCs konditioniert worden war, etwas weniger Enzymaktivität aufwiesen und auch
bei der Messung der Kalziumablagerung eine leichte, jedoch nicht signifikante Reduktion der
Kalzifizierung zeigten. Im Unterschied zu dieser Beobachtung war die ALP-Aktivität bei ra-
pamycinbehandelten VMSCs etwas und bei MSCs sogar signifikant reduziert. Die Messung
der Kalziumablagerung zeigte keine Verminderung durch die Behandlung mit Rapamycin bei
VSMC-konditioniertem Medium, jedoch eine signifikante Reduktion der abgelagerten Kalzi-
ummenge bei MSC-konditioniertem Medium, das Rapamycin enthielt. Neben einem leichten
benefiziellen Effekt des MSC-konditioniertem Mediums konnte demnach vorallem ein be-
günstigender Einfluss der mTOR-Modulation durch Rapamycin auf die Differenzierung und
Verkalkung von VMSCs beobachtet werden.

Abbildung 4.8.1: Einfluss der parakrinen Effekte von MSCs auf die Differen-
zierung von VMSCs

ALP-Aktivitätsanalyse und Quantifizierung der Kalziumablagerung in VSMCs, welche mit kon-
ditioniertem Medium von MSCs oder VSMCs behandelt worden waren und zusätzlich entweder
Rapamycin oder die Lösungsmittelkontrolle DMSO erhalten hatten. OM: Osteoblastenmedium,
Rapa: 20 nM Rapamycin, ÜS: Überstand. Mittelwerte mit SEM, n=3. Berechnung der Signifikanz:
Ein-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01.
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4.8.1.2 Wiederherstellung der benefiziellen parakrinen MSCs Effekte durch
mTOR-Modulation

Die Inkubation der VSMCs mit Medium, das zuvor auf MSCs konditioniert worden war, ergab
eine leichte Beeinflussung der Differenzierungs- und Kalzifizierungsvorgänge, die sich auch
durch Rapamycin weiter verstärken ließ. Dennoch gab dieser Versuch die tatsächliche Situation
im Gefäß nicht adäquat wieder, da nicht berücksichtigt wurde, dass im Patienten bereits die
Vorläuferzellen der Gefäßwand unter den selben Bedingungen heranwachsen, unter denen
die fertig differenzierten Zellen später leiden. Dementsprechend befinden sich die vaskulären
Vorläuferzellen bereits in einer Umgebung, die osteoblastäre Differenzierung beeinflusst, und
erfahren daher möglicherweise bereits während ihrer Differenzierung zu Zellen der Gefäßwand
einen Einfluss, der sich negativ auf ihre parakrinen Kapazitäten auswirkt.
Um diesen Aspekt zu untersuchen und festzustellen, ob eine mTOR-Modulation die parakrinen
Fähigkeiten der Zellen schützt, wurden MSCs zunächst mit oder ohne Rapamycin in Osteobla-
stenmedium kultiviert. Das so konditionierte Medium wurde jeweils nach zwei Tagen auf glatte
Muskelzellen übertragen, ohne weitere Zusätze hinzuzufügen. Nach zwei Tagen wurde das
Medium gegen frisch konditioniertes Osteoblastenmedium ausgetauscht und diese Behandlung
über insgesamt drei Wochen durchgeführt.
Wie bereits zuvor wurde, um kontrollieren zu können, welchen Effekt das Medium hatte, wenn
es bereits auf Zellen inkubiert worden war, eine Kontrolle mitgeführt. Diese bestand aus Osteo-
blastenmedium, das auf VSMCs konditioniert worden war und dann auf glatte Muskelzellen
übertragen wurde.
Nach dem dritten Mediumtransfer und weiteren zwei Tagen Inkubation wurde die Aktivität der
alkalischen Phosphatase gemessen, dies entsprach ungefähr einer Woche Inkubation der VSMC-
Zielzellen. Nachdem das Medium insgesamt zehn Mal übertragen worden war, wurde die
Ablagerung von Kalzium im Verhältnis zur Proteinmenge bestimmt und eine Alizarin-Färbung
durchgeführt. Dies entsprach einer circa dreiwöchigen Inkubation der VSMCs und stellte damit
den auch bislang gewählten Differenzierungszeitraum dar.
Verglichen wurde dann bei den Analysen, ob die Behandlung mit MSC-konditioniertem Me-
dium einen anderen Grad der osteoblastären Differenzierung auslöste als die Behandlung mit
VSMC-konditioniertem Medium. Außerdem wurde überprüft, ob sich dies veränderte, wenn
zusätzlich Rapamycin verwendet wurde.
Zunächst wurden die Zellen analysiert, die zur Konditionierung des Mediums eingesetzt wor-
den waren. Hier zeigte sich bei der Alizarinfärbung (Abbildung 4.8.2), dass Zellen, die mit
Osteoblastenmedium behandelt worden waren, sowohl bei VSMCs als auch bei MSCs eine deut-
lich rote Färbung im Vergleich zu Zellen zeigten, die mit Kontrollmedium behandelt worden
waren. Demnach konnte davon ausgegangen werden, dass bei den Zellen, die zur Konditionie-
rung des Mediums eingesetzt worden waren, osteoblastäre Differenzierung mit Ablagerung
von Kalzium stattgefunden hatte. Im Gegensatz zu den VSMCs (Abbildung 4.8.2, A) ließ sich
die Färbung des Kalziumhydroxylapatits bei MSCs (Abbildung 4.8.2, B) durch Rapamycin-
behandlung deutlich reduzieren. Dies war vergleichbar mit den Ergebnissen, die bereits in
Abschnitt 4.2.2.2 gezeigt wurden. Wurden hingegen die VSMCs mit Rapamycin behandelt, war
die Reduktion der Färbung lediglich schwach und noch immer konnten deutliche Mengen an
Kalziumhydroxylapatit nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.8.2: Alizarinfärbung der Zellen für die Mediumkonditionierung

Färbung mit Alizarin-Rot für abgelagertes Kalziumhydroxylapatit auf VSMCs (links) und MSCs
(rechts) nach drei Wochen Inkubation mit Kontroll- oder Osteomedium, das entweder die Lösungs-
mittelkontrolle DMSO oder 20 nM Rapamycin enthielt. ÜS = Überstand, Vergrößerung x400,
Maßstableiste = 100 µm. Gezeigt sind gepräsentative Abbildungen eines von insgesamt vier unab-
hängigen voneinander durchgeführten Versuchen.

Die Untersuchung wurde durch die Analyse der ALP-Aktivität und der Quantifizierung von
abgelagertem Kalzium ergänzt (Abbildung 4.8.3). Hierbei zeigten die Zellen, die mit Osteobla-
stenmedium zur Konditionierung des Medium inkubiert worden waren, ebenfalls Anzeichen
von Differenzierung, jedoch wurden hier deutliche Unterschiede zwischen den VSMCs und den
MSCs sichtbar.

Abbildung 4.8.3: ALP-Aktivität und Kalziumquantifizierung der Konditionie-
rungszellen

VSMCs und MSCs, die zur Konditionierung des Medium eingesetzt worden waren, wurden nach
ihrem Gebrauch auf das Maß ihrer osteoblastären Differenzierung überprüft. Im Vergleich zu Kontroll-
medium löste Osteoblastenmedium eine stärkere Enzymaktivität und größere Menge nachweisbaren
Kalziums aus. Während dieser Effekt bei VMSCs nicht durch Rapamycin zu beeinflussen war, zeigte
die Behandlung mit dem mTORC1-Inhibitor eine Reduktion der Differenzierung von MSCs. Mittel-
werte mit SEM, n=4. Berechnung der Signifikanz: Ein-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗
p<0,01; ∗ ∗ ∗ p<0,001.
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Die Messung der alkalischen Phosphatase (Abbildung 4.8.3, A) ergab bei VSMC nur eine
geringfügige Zunahme der Enzymaktivität, die mit Rapamycin nicht blockierbar war: Osteo-
blastenmedium steigerte die Aktivität von 10 auf circa 100 U/g und Rapamycin veränderte
diesen Anstieg nicht. Wurden hingegen MSCs inkubiert, stieg die Enzymaktivität von 10 U/g
bei Kontrollmedium auf 100 U/g mit Osteoblastenmedium. Dieser Anstieg war durch die
Behandlung der Zellen mit Rapamycin um mehr als zwei 50% reduzierbar.
Die Signifikanz dieser Ergebnisse wurde durch die Messung der Kalziumablagerung bestätigt
(Abbildung 4.8.3, B). Hier zeigte sich ein fünffacher Anstieg der Kalziumhydroxylapatitmenge
durch Behandlung der VSMCs mit Osteoblastenmedium. Dieser konnte durch Rapamycin nicht
wesentlich beeinflusst werden. Dahingegen konnte die circa achtfache Steigerung der abgela-
gerten Kalziummenge bei MSCs durch den mTORC1-Inhibitor um fast zwei Drittel gesenkt
werden.
Zeitgleich mit der Analyse der zur Mediumkonditionierung eingesetzten Zellen wurden auch
die eigentlichen Zielzellen untersucht, bei denen es sich ausnahmslos um glatte Muskelzellen
handelte. Eine Hälfte war mit Medium behandelt worden, das durch MSCs konditioniert wor-
den war, die zweite Hälfte der Zellen war mit Medium behandelt worden, das durch VSMCs
konditioniert worden war.
Die Alizarinfärbung (Abbildung 4.8.4) zeigte sowohl bei VSMC- als auch bei MSC-Überstand
behandelten Zellen ein deutliches Ansprechen auf die Induktion der osteoblastären Differenzie-
rung.
Wurden VSMCs mit rapamycinversetzten Überständen von glatten Muskelzellen behandelt
(Abbildung 4.8.4, A), änderte sich das Ausmaß der Färbung nicht, wurden sie jedoch mit Me-
dium, das Rapamycin enthielt und das durch MSCs konditioniert war, inkubiert, zeigte sich
eine deutliche Abschwächung der Alizarinfärbung (Abbildung 4.8.4, B).

Abbildung 4.8.4: Alizarinfärbung der Zielzellen

Glatte Muskelzellen nach Behandlung mit Zellkulturmedium, das entweder von VSMC oder von
MSC konditioniert wurde und dann auf glatte Muskelzellen übertragen wurden. Gezeigt sind
repräsentative Bilder eines von vier unabhängigen Experimenten. OM: Osteoblastenmedium, Rapa:
20 nM Rapamycin, ÜS: Überstand, Vergrößerung x400, Maßstableiste = 100 µm.

Sowohl die Quantifizierung der ALP Aktivität als auch die Messung der Kalziumablagerung
bestätigte die Beobachtung der Alizarinfärbung im Bezug auf die Induktion der osteoblastären
Differenzierung (Abbildung 4.8.5).
Im Vergleich zur Behandlung mit Kontrollmedium stieg sowohl bei VSMC konditioniertem als
auch bei MSC konditioniertem Überstand die Enzymaktivität um ungefähr das Zehnfache an
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(Abbildung 4.8.5, A). Während dieser Anstieg bei VSMC-vorinkubiertem Medium nicht durch
Rapamycin reduzierbar war, sank die Aktivität um mehr als zwei Drittel, wenn die Zellen mit
MSC-konditioniertem Medium behandelt wurden.
Noch drastischer stellte sich die Situation bei der Messung der Kalziumablagerung dar (Abbil-
dung 4.8.5, B). Die Behandlung der VSMCs mit VSMC-konditioniertem Medium, das Rapamycin
enthielt, veränderte die nachweisbare Menge an Kalzium nicht. Dies stand in Kontrast zur
Behandlung der VSMCs mit Medium, das auf MSCs konditioniert worden war und Rapamycin
enthielt: hier wurde Menge an nachweisbarem Kalziumhydroxylapatit auf ein Viertel gesenkt.

Abbildung 4.8.5: ALP-Aktivität und Kalziumquantifizierung der Zielzellen

In der Grafik links ist die Aktivität der alkalischen Phosphatase der Zielzellen nach dreiwöchiger
Inkubation mit konditioniertem Medium, rechts die Quantifizierung der Kalziumablagerung zu
sehen. OM: Osteoblastenmedium, Rapa: 20 nM Rapamycin, ÜS: Überstand. Mittelwerte mit SEM,
n=4. Berechnung der Signifikanz: Ein-Weg-ANOVA, Signifikanzwerte: ∗ p<005; ∗∗ p<0,01; ∗ ∗ ∗
p<0,001.

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Inkubation der VSMCs mit Rapamycin keinen Einfluss auf die
osteoblastäre Differenzierung der Zellen hatte. Es zeigte sich auch keine benefizielle parakrine
Wirkung von MSCs auf das Ausmaß der osteoblastären Differenzierung in VSMCs, wenn sich
die MSCs selbst im Prozess der osteoblastären Differenzierung befanden.
Wurden die MSCs jedoch gleichzeitig mit Rapamycin behandelt, wenn sie osteoblastär dif-
ferenziert wurden, zeigte sich ein deutlicher protektiver Effekt für die Differenzierung der
glatten Muskelzellen. Diese Minderung der Kalzifizierung wurde demnach nicht direkt durch
Rapamycin in den VSMCs ausgelöst, sondern entstand durch eine Veränderung des MSC-
Sekretoms unter Rapamycin, die sich positive auf die Differenzierung der glatten Muskelzellen
auswirkte.

4.8.2 Die Bedeutung von Nanovesikeln für parakrine Effekte von MSCs

Parakrine Effekte von Zellen können durch einzelne sezernierte Proteine, RNA-Moleküle, aber
auch durch komplex aufgebaute Vesikel ausgelöst werden. Zwar war eine vollständige Analyse
des MSCs Sekretoms nicht Bestandteil dieser Arbeit, dennoch sollte zumindest untersucht
werden, ob es einen Hinweis gab, dass es sich bei den parakrinen Faktoren um Vesikel handeln
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könnte. Dazu wurden MSCs und VSMCs jeweils vier Tage mit Kontrollmedium inkubiert, bevor
dieses abgenommen und durch eine 10 minütige Zentrifugation bei 1000 xg von Zellresten
befreit wurde. Dieser Zentriguationsschritt pelletierte auch Organellen von einer Größe von
bis zu 6 µm. Der Überstand wurde dann zur Hälfte mit zweifach konzentriertem Osteobla-
stenmedium versetzt und auf VSMCs gegeben. Die zweite Hälfte wurde bei 100 000 xg für 60
Minuten ultrazentrifugiert bevor er ebenfalls mit zweifach konzentriertem Osteoblastenmedium
gemischt und auf VMSCs gegeben wurde. Diese Ultrazentriguation pelletiert 40 bis 200 nM
kleine Bestandteile des Mediums (Zhou et al. [548]). Das Medium wurde über drei Wochen
alle vier Tage gewechselt und anschließend eine Analyse der abgelagerten Menge an Kalzium
durchgeführt.

Abbildung 4.8.6: Quantifizierung der Kalziumablagerung vor und nach Ent-
fernung von Nanovesikeln

Der Überstand von MSCs und VSMCs wurde als konditioniertes Medium eingesetzt um daraus
Osteoblastenmedium herzustellen, dass auf VSMCs gegeben wurde. Dabei wurden alterantiv Na-
novesikel mittels Ultrazentrifugation entfernt oder mit dem Medium auf die Zielzellen gegeben.
Nach drei Wochen mit regelmäßigen Mediumwechseln erfolgte auf den Zielzellen die Analyse der
abgelagerten Menge an Kalzium im Vergleich zu quantifizierten Proteinmenge. Mittelwerte mit SEM,
n=2. UZ = Ultrazentrifugation, ÜS = Überstand. Berechnung der Signifikanz: Zwei-Weg-ANOVA,
Signifikanzwerte: ∗∗ p<0,01

Bei der Untersuchung der VMSCs konnte ein signifikanter Unterschied der abgelagerten Kal-
ziummenge zwischen Zellen festgestellt werden, die von MSCs konditioniertes Medium und
Zellen, die von VSMCs konditioniertes Medium erhalten hatten. Der Überstand der MSCs
löste bei den Zielzellen eine weniger starke Verkalkung aus, als der Überstand der VSMCs, der
Unterschied lag bei über 40%. Wurden die Überstände der Zellen jedoch ultrazentrifugiert,
konnte kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den Werten festgestellt werden. Die MSCs
gaben demnach Faktoren in den Überstand ab, die sich mittels Ultrazentrifugation pelletieren
und damit vom Medium trennen ließen, das auf die VSMCs übertragen wurde.
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Die Entwicklung zu gut versorgten Industrieländern mit umfassender medizinischer Versorgung
und uneingeschränktem Zugang zu Nahrungsmitteln sorgt besonders in der westeuropäischen
und nordamerikanischen Gesellschaftsstruktur für nachhaltige Veränderungen. Bei steigender
Lebensdauer und sich verbessernden Behandlungskonzepten für bislang unheilbare oder tödli-
che Krankheiten steigt das Durchschnittsalter bei gleichzeitig reduziertem Bewegungsverhalten
und erhöhter Versorgung mit reichhaltiger Nahrung.
Die Folge ist eine starke Zunahme von chronischen Erkrankungen, die durch Verschleiß- oder
Ablagerungsprozesse geschürt werden und Auswirkungen auf den gesamten menschlichen
Organismus haben. Als zentrale versorgende Einheit ist besonders das Herz-Kreislauf-System
von den veränderten Lebensumständen betroffen, und sein Versagen die bedeutendste globale
Todesursache. Die Komplexität seines Aufbaus und seine Größe machen das Gefäßsystem,
dessen Gesamtlänge bei einem Erwachsenen auf rund 150 000 km Länge geschätzt wird, dabei
zu einer Herausforderung für die Behandlung.
Während lokal begrenzte Plaques und Verschlüsse durch Stents und Bypässe häufig über-
brückbar sind, bleibt die Mediaverkalkung eine bislang irreversible und kaum therapierbare
Problematik. Zwar konnten zahlreiche Arbeiten einen Einblick in die Entstehung dieser Gefäß-
veränderung geben und zeigen, dass es sich um eine fehlgeleitete Differenzierung von glatten
Muskelzellen und ihren Vorläufern in osteoblastenartige Zellen handelt, doch die steuernden
Zellprogramme konnten bislang weder detailliert beschrieben noch beeinflusst werden.
Vor diesem Hintergrund war der Ansatz der vorliegenden Arbeit, mit Hilfe von Zellkultur- und
Tiermodellen, die intrazelluläre Steuerung des Zellschicksals während der Entwicklung der
kalzifizierenden Vaskulopathie zu analysieren. Die regulierenden Elemente sollten identifiziert
und die stattfindenden Vorgänge nachvollzogen werden, um Methoden zu entwickeln, diese
Prozesse zu modifizieren und wenn möglich, Optionen für eine Therapie zu entwerfen und zu
testen.
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5.1 In vitro Modell der Gefäßverkalkung

Um herauszufinden, in welcher Weise sich die intrazelluläre Signaltransduktion an die kal-
zifizierende Vaskulopathie anpasst, welche Signalkaskaden aktiviert, welche Zellprogramme
ausgelöst und welche therapeutischen Möglichkeiten genutzt werden können, wurde zu Beginn
dieser Arbeit ein in vitro Modell etabliert. In diesem wurden primäre humane mesenchymale
Stromazellen (MSCs) eingesetzt, die als undifferenzierte Vorläufer der Gefäßwandzellen betrach-
tet werden können (London et al. [273], Iyemere et al. [187]).
Des Weiteren weisen MSCs übereinstimmende Merkmale mit Perizyten auf, die im ganzen
Körper gefunden werden können und zu deren Aufgaben die Aufrechterhaltung der Blutgefäßin-
tegrität gehört (Da Silva et al. [81]). Genau wie MSCs haben Perizyten Stammzelleigenschaften,
zu denen die Differenzierbarkeit in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten (Hirschi et al.
[166]) gehört. Sie sind an der Regulation des Blutflusses und Blutdrucks beteiligt und regulieren
die Perfusion zwischen Kapillaren und angrenzenden Geweben (Shepro et al. [435]).
Inwieweit es sich bei Perizyten und MSCs um die gleiche Zelle handelt, ist bislang nicht geklärt,
einige Forscher haben jedoch die Theorie aufgestellt, dass die mesenchymalen Stromazellen der
nicht-hämotopoietische Anteil des Knochenmarks ist, der dieses verlassen kann und im Blut-
kreislauf zirkuliert. Perizyten in der Gefäßwand stellen den Anteil der MSC im Blutgefäßsystem
dar, und beide Zelltypen haben die Fähigkeit, zu VSMCs zu differenzieren (Crisan et al. [79],
[78], Jones et al. [199], Roufosse et al. [401], Abedin et al. [2]).
Undifferenzierte Zellen gezielt zu stimulieren, ermöglichte es, detaillierte Analysen zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten und Entwicklungsstadien durchführen zu können. Auch konnten so
grundsätzliche Unterschiede unberücksichtigt bleiben, die etwa ein großes Gefäß wie die Aorta
im Vergleich zu einer kleinen Kapillare aufweist. Des Weiteren wurde dieses in vitro Zellkultur-
modell auch deshalb gewählt, weil hier Zellen eingesetzt werden konnten, deren vorliegendes
regeneratives Potential seit Jahren intensiv beschrieben wird (Maumus et al. [296], [297] Patel et
al. [353]). Derartige Zellen werden zudem seit Längerem zu Transplantationszwecken genutzt
(Battiwalla et al. [26], Franquesa et al. [124]) und bieten auch die Option, für die therapeutische
Gefäßregeneration eingesetzt zu werden (Huang et al. [174]).
Die Homogenität und das multiliniäre Differenzierungspotential der aus Knochenmark ge-
wonnenen MSCs wurde durch gezielte Differenzierung in Adipozyten, Chondrozyten und
Osteoblasten, sowie durch eine umfassende Analyse der Oberflächenmarker sichergestellt. Erst
danach wurden sie für Experimente eingesetzt.
In dem gewählten Modell wurden die Zellen Bedingungen ausgesetzt, die ähnlich der Situation
im Patienten die Differenzierung in Osteoblasten und die Ablagerung von Kalzium in Form
von Kalziumhydroxylapatit begünstigten (siehe auch Abschnitt 1.1.4 auf Seite 5). Dazu gehören
besonders die Konzentrationen von Phosphat und Kalzium im Mikromilieu der Zellen. Die
Anreicherung von Phosphat löst beispielsweise in vaskulären Zellen die Bildung und extrazellu-
läre Ablagerung von Kalziumhydroxylapatit aus (Jono et al. [200]) (siehe Abschnitt 5.2.1.2). Des
Weiteren beeinflusst die Konzentration von Kalzium den Reifeprozess von Osteoblasten und hat
damit eine direkte Wirkung auf die Kalzifizierung von Gewebe (Dvorak [105]). Die Verfügbarkeit
von beiden Elementen sind im Körper von Ernährung und Nierenleistung abhängig. Daher
kann ihre Konzentration gerade bei Patienten mit unausgeglichenem Ernährungszustand oder
verminderter renaler Funktion vom physiologischen Niveau abweichen.
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Neben den typischen Bestandteilen des sogenannten Osteoblastenmediums (Dexamethason,
β-Glycerophosphat und Phospho-Askorbinsäure) wurden auch Wachstumsfaktoren in das in-
vitro Modell integriert, die in erhöhten Konzentrationen in verkalkten Gefäßläsionen gefunden
werden, wie etwa CTGF, FGF-2, FGF-23, PDGF-BB oder TGF-β1 (Raines et al. [379], [380], Oemar
et al. [333], [334], [332], Xu et al. [528]). Nachgewiesenermaßen können diese einen Einfluss auf
Differenzierungsvorgänge haben (Ma et al. [281], Kratchmarova et al. [232]).

5.1.1 Wachstumsfaktoren als modifizierender Einfluss der Differenzierung

Stark vereinfacht betrachtet handelt sich bei Zytokinen um Proteine oder Steroidhormone, die
je nach Definition in diverse Gruppen unterteilt werden (Wachstumsfaktoren, Chemokine, In-
terleukine, Hormone, Interferone, koloniestimulierende Faktoren etc.) und in der Regel ein
Signal zwischen zwei Zellen vermitteln, wobei spezifische Rezeptoren auf den Zielzellen die
adäquate Signalweitergabe ermöglichen. Die Zusammensetzung und Konzentrationen von
Zytokinen im menschlichen Körper ist individuell und kann sich durch Krankheiten, den Er-
nährungszustand, Medikamenteneinnahme, Schwangerschaft und andere Einflüsse verändern.
Das Spektrum an vorkommenden Wachstumsfaktoren kann als eine Art Indikator für den
Zustand des entsprechenden Gewebes verstanden werden. Krankheitsbedingte Veränderungen
wurden bereits für die meisten der Interleukine, für IFN-γ, MCSF, TNF-α, TGF-β und ihre
Rezeptoren nachgewiesen, wobei die Auswirkungen vielschichtig sein können. Im Zusammen-
hang mit Gefäßveränderungen sind neben (anti-)inflammatorisch-wirksamen Zytokinen wie
den Interleukinen besonders auch Botenstoffe von Bedeutung, die fibrotische beziehungsweise
kalzifizierende Prozesse oder Zell-Differenzierungen bewirken.

5.1.1.1 Connective Tissue Growth Factor (CTGF) koordiniert das Zusammenspiel einzelner
Differenzierungsabläufe

Kardiovaskuläre Degeneration ist durch zwei wesentliche Merkmale gekennzeichnet: Kalzifizie-
rung und Fibrose. Zwar lag das Hauptaugenmerk in dieser Arbeit auf Ersterem, Kalzifizierung
kann jedoch auch durch fibrotische Prozesse beeinflusst werden (Shao et al. [434]).
Der Wachstumsfaktor CTGF (Connective Tissue Growth Factor) ist zwar ein besonders rele-
vanter Wachstumfaktor für fibrotische Umbauprozesse von Geweben, darüber hinaus wurde
jedoch bereits vor Jahren auf seine Bedeutung für osteogene Differenzierung im Knochen hinge-
wiesen (Safadi et al. [407]). Durch zahlreiche Forschungsarbeiten und den Einsatz monoklonaler
anti-CTGF-Antikörpern als Therapiekonzept konnte in den letzten Jahren die Bedeutung des
Faktors für inflammatorische Prozesse, Gewebeheilung, Arthritis, Atherosklerose, Restenose,
Fibrose, Krebs, diabetische Nephropathie und Retinopathie gezeigt werden (Adler et al. [4], Jun
et al. [204], Hall-Glenn et al. [149], Kubota et al. [236]). Die Verwendung von CTGF veränderte die
Proliferation der MSCs weder ohne noch mit Osteoblastenmedium, die Zellen wiesen weder ein
reduziertes noch ein verstärktes Wachstum auf (siehe Abbildung 4.2.7 und Abbildung 4.2.8).
Auch morphologische Veränderungen waren nicht auszumachen (siehe Abbildung 4.2.3). Bei
den Untersuchungen inwieweit CTGF die osteoblastäre Differenzierung beeinflusst, konnte eine
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Zunahme der abgelagerten Menge an Kalzium nachgewiesen werden, jedoch wurde keine Zu-
nahme der alkalischen Phosphataseaktivität beobachtet (siehe Abbildung 4.2.6, sowie Abbildung
4.2.5). Diese Resultate deuten darauf hin, dass CTGF zwar im Rahmen von Kalzifizierungs-
prozessen eine Bedeutung hat, jedoch die osteoblastäre Differenzierung nicht primär verstärkt.
Dies deckt sich mit Untersuchungsergebnissen, die von Takigawa zusammengefasst wurden
[465]. Demnach spielt CTGF eine wesentliche Rolle bei der endochondralen Ossifikation, der
Umwandlung von Knorpel zu Knochen. Bei diesem Vorgang stärkt der Wachstumsfaktor die
Umwandlung, indem er die Differenzierung von Osteoklasten fördert, Alterungsprozesse in
Knorpelzellen mindert und ihre Proliferation positiv beeinflusst. Des Weiteren kann CTGF
durch seine modulare Struktur mit zahlreichen Wachstumsfaktoren interagieren und auch Si-
gnalkaskaden beeinflussen, was zu einem Längenwachstum des Knochens und zu verstärkter
skelettalen Regeneration beiträgt.
Auch die in diesem Zellkulturmodell gewonnen Ergebnisse lassen darauf schließen, dass CTGF
ein orchestraler Regulator ist, ein Faktor, der das Zusammenspiel einzelner Abläufe koordiniert.
Somit könnte CTGF einen Einfluss auf Mineralisierungsabläufe haben, da er den Abbau von
Knorpel unterstützt und Wachstumsfaktoren wie FGF, IGF, BMP und MMPs an Stellen rekrutiert,
an denen dann Verkalkungsprozesse iniitiert werden sollen.
Einschränkend muss gesagt werden, dass in diesem Zellkulturmodell nicht berücksichtigt
wurde, ob CTGF möglicherweise einen Einfluss auf das sogenannte „homing “ hat, also die
Wanderung von Zellen anhand eines Zytokingradienten zu einem bestimmten Gewebe. Es
wäre jedoch durchaus denkbar, dass CTGF dafür sorgt, dass MSCs sich, durch die höhere
Konzentration des Wachstumsfaktors in Läsionen der Gefäßwand (Oemar et al. [332]), zu diesen
Stellen hinbewegt. Dies könnte dann eine Voraussetzung sein, um unter dem Einfluss anderer
Wachstumsfaktoren und den lokalen Bedingungen zu Osteoblasten zu differenzieren.

5.1.1.2 Verstärkung der osteoblastären Differenzierung durch den basic Fibroblast Growth
Factor (FGF-2) und weniger durch FGF-23

Die Untersuchung der Wirkung der beiden Fibroblasten-Wachstumsfaktoren wurde besonders
aufgrund ihrer Bedeutung für osteoblastäre Differenzierung durchgeführt, die nicht nur bei
endochondraler und intramembranöser Knochenbildung, sondern auch bei artiosklerotischen
und atherosklerotischen Prozessen gezeigt wurde (Nakahara et al. [323], Aspenberg et al. [16],
Marie et al. [289], [290], Mina et al. [306], Fei et al. [115], Deng et al. [88]).
Es sind vier FGF-Rezeptoren und 23 FGF-Familienmitglieder bekannt, die bis auf die vorwie-
gend systemisch wirkenden Hormone FGF-15/FGF-19, FGF-21 und FGF-23, lokale Funktionen
ausüben (Fukumoto et al. [128]). Ihre Spezifität erhalten sie durch die Interaktionen mit gewebe-
spezifischen Rezeptoren oder Liganden, wie etwa Klotho (Kurosu et al. [244]), das bedeutsam
für die Regulation des Kalziumphosphathaushaltes ist (siehe Abschnitt 1.1.4 ).
Bereits die Untersuchung der Proliferation zeigte einen signifikanten Einfluss der beiden
Fibroblasten-Wachstumsfaktoren, der unabhängig davon war, ob die Zellen mit oder ohne
Osteoblastenmedium kultiviert worden waren. In beiden Fällen steigerten die Fibroblasten-
Wachstumsfaktoren die Proliferation um das dreifache (siehe Abbildung 4.2.7 und Abbildung
4.2.8). Übereinstimmend mit der starken Signalzunahme von pp70-S6389 bei der Analyse von
mTORC1 (siehe Abbildung 4.4.1) deutet dies auf einen direkten Einfluss von FGF-2 auf die Akti-
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vität des mTORC1-Armes hin. Dafür spricht auch die deutliche Reduktion des Zellwachstums
bei Modifikation der mTOR-Aktivität durch Rapamycin.
Die Relevanz der FGF-Familie für arteriosklerotische und atherosklerotische Prozesse hat in den
letzten Jahren durch den Einsatz von FGF-Rezeptor-Inhibitoren stark an Bedeutung gewonnen.
So konnte eine deutliche Reduktion beider degenerativer Veränderungen in den entsprechen-
den Mausmodellen nachgewiesen werden, sobald Blocker der Wachstumsfaktoren oder ihrer
Rezeptoren eingesetzt wurden (Dol-Gleizes et al. [98]).
Derzeit laufen zahlreiche klinische Studien für den Einsatz neuer Substanzen wie AZD-4547,
die die FGF-Signaltransduktion verhindern (siehe „EU Clinical Trials Register Service Desk“26).
Zwar beschränken sich diese Untersuchungen bislang auf die Bedeutung von FGF bei kanze-
rogenen Erkrankungen, es dürfte sich aber nur um eine Frage der Zeit handeln, bis klinische
Studien zum Einsatz solcher Substanzen zur Behandlung von anderen Erkrankungen, wie etwa
Arteriosklerose, durchgeführt werden.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde AZD-4547 eingesetzt, um nachzuweisen, dass die vaskuläre Kal-
zifizierung in Patienten mit chronischem Nierenversagen in spezifischem Zusammenhang mit
der erhöhten Konzentration der FGF-Wachstumsfaktoren steht, die im Blut bei Dialysepatienten
nachgewiesen werden kann (Vanholder et al. [494], [490], [495], [501], [496], [499], [500], [493],
[498], [491], [497], [491]). Sowohl die Inkubation von Zellen mit steigenden Konzentrationen des
Wachstumsfaktors FGF-2 als auch die Inkubation der Zellen mit urämischem Patientenserum,
dem steigende Konzentrationen des Inhibitors zugesetzt wurden, konnte einen direkten Bezug
bestätigen. FGF-2 steigerte sowohl die Differenzierung der Zellen als auch ihre Kalzifizierung,
die Blockade der FGF-Signaltransduktion verminderte beides.
Der positive Einfluss von FGF-2 auf die osteoblastäre Differenzierung konnte zwar in den
Versuchen dieser Arbeit bestätigt werden (siehe Abbildung 4.2.6, sowie Abbildung 4.2.5), jedoch
konnte bislang nicht vollständig geklärt werden, über welche intrazelluläre Signalkaskade dieser
Einfluss vermittelt wird. Zwar gibt es Daten dazu, dass die Fibroblasten-Wachstumsfaktoren
einen Einfluss auf intrazelluläre Signalwege haben, daruntern RAS-RAF-MAPK, PI3K-AKT,
STAT und PLCγ-Signalwege (Eswarakumar et al. [110], Gotoh et al. [137], Altomare et al. [11], Peters
[359], Klint [223], Hart [158], Kang [211]), die hier erhobenen Daten geben jedoch keinen Hinweis
auf eine Beteiligung von ERK oder AKT (Abbildungen 4.4.3 und 4.4.7).
Die Inhibition des Differenzierungsvorgangs durch Rapamycin zeigte vielmehr, dass das mTOR-
Netzwerk in die Steuerung dieser Vorgänge involviert sein muss. Eine Blockade von mTORC1
(verbunden mit einer Aktivierung von mTORC2) verminderte die Umwandlung der mesenchy-
malen Stromazellen zu Osteoblasten.
Im Gegensatz zu FGF-2 war dieser Zusammenhang bei FGF-23 nicht eindeutig. Rapamycin ver-
minderte zwar den Rückgang der ALP-Aktivität bei FGF-23-Behandlung stark, es konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied bei der Kalziumablagerung festgestellt werden. Dies könnte
darauf zurückzuführen sein, dass FGF-23 selten lokal wirkt und eher durch seine hormonale
Steuerung des Kalziumphosphathaushalts von Bedeutung ist.
Da MSCs nicht dafür bekannt sind, Klotho zu exprimieren, könnte es auch sein, dass die Wir-
kung des Faktors in der Zellkultur nicht mit seiner Funktion in vivo übereinstimmt, da im
Organismus (im Gegensatz zum Zellkulturmodel) Klotho vorliegt und dieses Molekül erst die
spezifische Funktionalität von FGF-23 ermöglicht.
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5.1.1.3 Starke Induktion der osteoblastären Differenzierung und Kalzifizierung durch
PDGF-BB

Der Wachstumsfaktor Platelet Derived Growth Factor (PDGF-BB) zeigte bei allen in dieser Arbeit
vorgestellten Analysen eine starke Einflussnahme. So löste er beispielsweise die deutlichsten
morphologischen Veränderungen in den Zellen aus, bewirkte einen signifikanten Anstieg der
Proliferation, der Aktivität der ALP, sowie der abgelagerten Menge an Kalzium in der extrazel-
lulären Matrix. Dies ist eine Beeinflussung, die Ergebnisse anderer Autoren bestätigt (Mehrotra
et al. [300], Kim et al. [221]).
PDGF-BB wird zwar besonders stark in Blut-Plättchen gebildet und gespeichert, kann aber auch
von anderen Zellen produziert werden, darunter glatten Muskelzellen, aktivierten Makropha-
gen, Neuronen und Endothelzellen (Heldin et al. [162]).
Der Wachstumsfaktor fördert die Proliferation von Fibroblasten und hilft dadurch, Wundhei-
lungsstörungen zu mindern. Es wirkt besonders mitogen auf Zellen mesenchymaler Herkunft
wie Muskelzellen und Gliazellen, spielt bei der Bildung von Blutgefäßen eine wichtige Rolle,
bei Gewebe-Remodelierung, Migration, Morphogenese und der Bildung von spezifischen Ge-
webemaserungen (Maglionei et al. [284], Joukov et al. [201], Olofsson et al. [344], Hoch et al. [167]).
Durch seine Fähigkeit, Zellen zur Produktion von Matrixmolekülen wie Fibronektin, Kollagen,
Proteoglykanen und Hyaluronsäure anzuregen, birgt PDGF-BB neben seiner wichtigen Funktion
bei Wundheilung und Regenerationsprozessen auch die Gefahr, Fibrose anzuregen (Ohta et al.
[341]).
Eine ausgeprägte Expression von PDGF-BB und PDGF-Rezeptoren wurde in atherosklerotischen
Läsionen nachgewiesen (Rubin et al. [404]). Die starke chemotaktische Wirkung auf Osteoblasten
führt nicht nur dazu, dass der Wachstumsfaktor die Bildung von extrazellulärer Matrix anregt.
Wie die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, ist PDGF-BB auch für die Mineralisierung von Gewebe
bedeutsam. Damit werden auch Daten von Lind et al. unterstützt, die bereits einen Hinweis
darauf gaben, dass der Wachstumsfaktor für die Entstehung von Knochengewebe bedeutend ist
[268].
Mechanistisch gesehen lässt sich dies erklären, da PDGF-Rezeptoren intrazellulär mit SH2-
Domänen von Proteinen interagieren können, die in zahlreichen Signaltransduktionskaskaden
vorkommen, etwa PI3K, Phospholipase und STAT5. Außerdem können sie prinzipiell den mit
mTOR in Verbindung stehenden ERK-Signalweg anregen (Heldin et al. [162]).
Die Analyse des PI3K- und des ERK-Signalwegs zeigten keine signifikante zusätzliche Anre-
gung durch PDGF-BB im Vergleich zur Behandlung mit Osteoblastenmedium (Abbildung 4.4.7),
somit dürfte der starke kalzifizierende Effekt durch den Wachstumsfaktor über die mTOR-
vermittelte Verschiebung der Aktivität für Zellschicksalsprogramme vermittelt sein. PDGF-BB
führte ähnlich wie die Behandlung mit Osteoblastenmedium alleine zu einer Aktivierung von
Seneszenzprozessen (Abbildung 4.4.1). Darüber hinaus wurden besonders Autophagie und
Apoptose beeinflusst: sowohl bei der Analyse von Cleaved Caspase 3 als auch beim Nachweis
für fragmentierte DNA zeigten sich die stärksten Signale bei Behandlung mit PDGF-BB (Abbil-
dungen 4.4.3 und 4.4.5), außerdem war mehr LC3B nachweisbar, was auf eine Reduktion der
Autophagie hinweist (Abbildung 4.4.1). Die Induktion der Apoptose durch PDGF-BB in Zellen
des vaskulären Systems - wie sie auch von anderen Autoren beschrieben wurde (Okura et al.
[343])- verbunden mit der erhöhten Expression des Wachstumsfaktors in atherosklerotischen Lä-
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sionen (Toda et al. [481]), sowie die Beobachtung, dass MSCs zu Gebieten mit PDGF-Expression
wandern (Kang et al. [212]) sind Aspekte, die den Wachstumsfaktor zu einem Risiko für die
Gesundheit des vaskulären Systems machen.
Einen spezifischeren Einblick in die Mechanismen der PDGF-BB-vermittelten Differenzierungs-
prozesse und die langfristigen Auswirkungen könnten künftig die PDGF-Rezeptor-Kinase-
Inhibitoren ermöglichen, die seit einigen Jahren getested werden (Imatinib, Sunitinib, Sorafenib,
Pazopanib, Nilotinib, Cediranib und weitere27).

5.1.1.4 Verminderung der osteoblastären Differenzierung von MSCs durch TGF-β

Eine der wichtigsten Familien von Wachstumsfaktoren, die gewebemodulierende Eigenschaften
besitzt, ist die der transformierenden Wachstumsfaktoren (Transforming Growth Factors, TGF).
Der TGF-β-Signalweg beeinflusst ein breites Spektrum zellulärer Prozesse und wird durch eine
typische Signalweitergabe charakterisiert. Dabei bindet einer der Liganden der TGF-β-Familie
an den Typ II Rezeptor, der wiederum den Typ I Rezeptor rekrutiert und phosphoryliert.
Im Anschluss daran kann dieser sogenannte rezeptorregulierte Smad-Proteine (R-Smad) phos-
phorylieren, die dann an Smad4 (co-Smad) binden können. Der Komplex aus R-Smad und
co-Smad kann als Transkriptionsfaktor wirken und nimmt an der Regulation von Zielgenen
teil. Daher kann er im Zellkern verstärkt nachgewiesen werden. Die Spezifität der TGF-β-
Signalreaktion wird dadurch erreicht, dass jeder Ligand an einen bestimmten Typ II Rezeptor
bindet (Alberts et al. [8]), wobei in Säugern sieben Typ I und fünf Typ II Rezeptoren nachgewiesen
werden konnten (Munir et al. [320]).
Damit verläuft die Signalkaskade sehr ähnlich zu der Signalweitergabe der BMP-Familie, die
maßgeblich für die Regulation der Knochenbildung verantwortlich ist (siehe Abschnitt 5.2.1.7)
(Abbildung 5.1.1).
Neben dem verwandtschaftlichen Zusammenhang mit den Molekülen der BMP-Familien und
ihrer Signalweitergabe gab es zwei wesentliche Gründe, TGF-β1 im Rahmen dieser Arbeit
zur Untersuchung von arteriosklerotischen Prozessen einzusetzen: erstens wird der Wachs-
tumsfaktor verstärkt in atherosklerotischen Läsionen vorgefunden (Mallat et al. [286]) und
übt eine große chemotaktische Anziehung auf MSCs aus (Shinojima et al., [442]). Zweitens
wurde eine sequenzielle Expression des Faktors während der Differenzierung von Zellen zu
Osteoblasten nachgewiesen (Steinbrech et al. [456], Cho et al. [65]). Hier konnte vor allem eine
initiale Expression von TGF-β1 nach Entstehung einer Fraktur gezeigt werden, die ab dem
siebten Tag nach Knochenbruch wieder abnahm. Es sollte daher differenziert werden, ob der
Wachstumsfaktor neben seinen bekannten fibrosefördernden Eigenschaften, der Anziehung von
MSC zu geschädigten Gefäßstellen und der initialen Bedeutung bei der Knochenbildung hinaus
eine Funktion für die Entwicklung von MSCs zu osteoblastären Zellen haben könnte.
Die Reaktion der MSCs auf diesen Wachstumsfaktor unterschied sich grundlegend von der
Wirkung aller übrigen hier verwendeten Wachstumsfaktoren. Weder bei Inkubation mit Kon-
trollmedium, noch bei Inkubation mit Osteoblastenmedium förderte TGF-β1 die Proliferation.
Es konnte im Gegenteil eine Verminderung des Zellwachstums festgestellt werden.
Die Alizarinfärbung zeigte weitere Unterschiede, da TGF-β1 als einziges der eingesetzten Zyto-
kine eine deutliche Abschwächung der osteoblastären Differenzierung bewirkte. Dies konnte
auch durch Messung der ALP und Quantifizierung der abgelagerten Kalziummenge bestätigt
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werden (siehe Abbildungen 4.2.5 und 4.2.6 auf den Seiten 65 und 66). Der Wachstumsfaktor in-
hibierte die osteoblastäre Differenzierung und reduzierte die Kalziumablagerung der Zellen. Da
TGF-β1 bekannt für seine Rolle bei Fibrose ist (Ruiz-Ortega et al. [406]) und die MSCs eine breite,
von Fibern durchzogene Struktur aufwiesen, liegt der Schluss nahe, dass dieser Wachstumsfak-
tor eher eine Differenzierung in Richtung Fibroblasten fördert und weniger entscheidend für
osteoblastäre Differenzierung ist.
Diese Beobachtung deckt sich mit Arbeiten von Alliston et al., die zeigen konnten, dass TGF-β1
wesentliche Funktionen des Transkriptionsfaktors Runx2 inhibiert, der maßgeblich an osteobla-
stärer Differenzierung beteiligt ist [10].

Abbildung 5.1.1: TGF-β- und BMP-Signaltransduktion

Vereinfachte Darstellung der Signaltransductionskaskade, die durch Moleküle der TGF-Superfamilie
eingeleitet wird. Abkürzungen: AMH = Anti-Müllerian Hormone, BMPRI und BMPRII = BMP-
Rezeptor I und II, TGFRI und TGFRII = TGF-Rezeptor I und II, R-Smad = Rezeptor-Smads, I-Smad
= inhibitorische Smads, Co-Smad = Smad-Kofaktor, GDFs = Growth- and Differentiation Factors,
SBE = Smad Response Element.

Dieser Mechanismus scheint über Smad3 abzulaufen, wobei nicht ausgeschlossen werden kann,
dass noch andere Signalkaskaden daran beteiligt sind.
Die zusätzliche Behandlung mit Rapamycin beeinflusste die Ergebnisse nicht, was ebenfalls
einen Hinweis darauf darstellt, dass die mTORC1-Aktivität nicht durch den Wachstumsfaktor
beeinflusst wird.
Im Rahmen anderer Arbeiten konnte eine starke Induktion der mTORC2-Kinaseaktivität durch
den Wachstumsfaktor gezeigt werden, die das Zellschicksal beeinflussen und Zelldifferenzie-
rungsprozesse modifizieren kann (Lamouille et al. [248]). Eine Analyse der Aktivität von mTORC1
und mTORC2 im zeitlichen Verlauf der osteoblastären Differenzierung bei gleichzeitiger Inku-
bation mit TGF-β1 könnte einen Einblick in Beeinflussung der Aktivität des mTOR-Netzwerks
durch den Wachstumsfaktur ermöglichen.
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Die unterschiedliche Reaktionen der MSCs auf die einzelnen Wachstumsfaktoren während
osteoblastärer Differenzierung verdeutlichen die wichtige Funktion des mTOR-Netzwerks.
Nur durch eine übergeordnete, intrazelluläre Regulationseinheit können Zellen die Bedeutung
der unterschiedlichen Stimuli adäquat einordnen, diverse Signale integrieren und daraus eine
entsprechende Reaktion umsetzen, die den Bedingungen angepasst ist.

5.1.2 Beeinflussung von Proliferation und Morphologie durch mTOR-Modulation

Um den Einfluss der Rapamycinbehandlung auf die MSCs beurteilen zu können und einen
ersten Eindruck über die Aktivität von mTORC1 und mTORC2 zu erhalten, war zunächst die
Proliferation im multipotenten Ausgangszustand der Zellen gemessen worden, bevor diese
auch bei osteoblastärer Differenzierung analysiert wurde (siehe Seite 66, Abschnitt 4.2.3.1).
Wie bereits erwähnt (siehe Abschnitt 1.3), reguliert mTORC1 die Masse der Zelle, während
mTORC2 für die Form der Zelle zuständig ist (Wullschleger et al. [523]).
Rapamycin bewirkte eine Reduktion der Proliferation, was die erwartete Blockade von mTORC1
bestätigt, da dieser Komplex maßgeblich für die Steuerung des Zellwachstums verantwortlich
ist.
Die Beobachtung der Zellmorphologie zeigte darüberhinaus, dass sowohl Masse als auch Form
durch die Rapamycinbehandlung beeinflusst wurden (siehe Seite 61, Abschnitt 4.2.2.1). Die
Zellen waren bei mTORC1-Inhibierung länglicher und schmäler. Diese Veränderungen des
Zytoskeletts deuten zusätzlich zur Modulation von mTORC1 auf eine Modulation der mTORC2-
Aktivität hin.
Aus dieser Beobachtung kann jedoch zunächst nicht geschlossen werden, ob es sich hierbei um
eine Verminderung der mTORC2-Aktivität durch gestörten Zusammenbau des Komplexes bei
verlängerter Rapamycinbehandlung handelt - wie durch andere Autoren beschrieben (Sarbassov
et al. [413]) - oder ob diese Beobachtung auf einen anderen Effekt zurückzuführen ist.
Der Eindruck, dass Rapamycin das Zytoskelett beeinflusste, blieb jedoch auch bei zusätzlicher
Induktion der osteoblastären Differenzierung bestehen (Abbildung 4.2.3). Die Zellen reagierten
auf die Behandlung mit Rapamycin, indem die Zellkörper deutlich schmäler und länger wurden
als unter Vehikelbehandlung.
Bei der kombinierten Behandlung bestehend aus Wachstumsfaktoren, und Osteoblastenme-
dium, waren zwar Beeinflussungen der Wachstumsrate aufgrund der Stimulation von mTORC1
erklärbar (siehe Seite 67, Abschnitt 4.2.3.2), die starken phänotypischen Veränderungen der
Zellen jedoch vergleichsweise überraschend. Das stark granulierte Gesamtbild mit zahlreichen
hellen Ablagerungen und runden Vesikeln, insbesondere bei FGF-2 und PDGF-BB, ließ auf
eine spezifische Umstrukturierung des Zytoskeletts aufgrund eines Differenzierungsvorgang
schließen. Daraus ergab sich die Frage, ob neben mTORC1 auch mTORC2-Veränderungen für
die Regulation dieser Prozesse verantwortlich waren.

5.1.3 Beeinflussung der osteoblastären Differenzierung durch mTOR-Modulation

Um eine detaillierte Analyse der zellulären Differenzierungsprozesse bei mTOR-Modulation
zu erhalten, wurden die morphologischen Untersuchungen bei Behandlung mit Osteoblasten-
medium durch Alizarinfärbungen, ALP-Analyse und Kalziummessung ergänzt. Dabei zeigte

115



5 Diskussion

sich, dass die größte Beeinflussung von Rapamycin bei den Zellen festzustellen war, die mit
FGF-2 oder PDGF-BB behandelt worden waren. Die beiden Wachstumsfaktoren hatten die
größte Auswirkung auf den Differenzierungsgrad der Zellen, gemessen an ALP Aktivität und
Kalziumablagerungen - die osteoblastäre Differenzierung wurde durch die Zytokine stark her-
aufgeregelt (um mehr als 50% im Vergleich zu reiner Behandlung mit Osteoblastenmedium). Da
Rapamycin dieser Differenzierung ebenso stark entgegenwirkte (auch unter Berücksichtigung
des verminderten Zellwachstums nach Normalisation zu Protein), war die Beeinflussung des
mTOR-Netzwerks offensichtlich von entscheidender Bedeutung, was durch differenzierte Ana-
lyse im Western Blot untersucht wurde.
Wie bereits erwähnt (siehe Abschnitt 1.3.4), ist über die Interaktion von Rapamycin mit mTORC1
deutlich mehr bekannt als über die Auswirkung der Substanz auf mTORC2. Während Rapa-
mycin durch seine Bindung an FKBP12 mit mTOR, mLST8 und Raptor (=mTORC1) interagiert,
konnte diese Bindung nicht für den Komplex mTOR, mLST8 und Rictor (=mTORC2) nach-
gewiesen werden (Jacinto et al. [189]). Abweichend von dieser Beobachtung konnte jedoch
in vielen Zelltypen eine inhibierende Wirkung von Rapamycin auf den Zusammenbau des
mTOR-Komplexes 2 gezeigt werden, die bei mehrtägiger Inkubation zu einer Verminderung
der mTORC2 Aktivität führt (Sarbassov et al. [413]).
Bei der gezielten osteoblastären Differenzierung der MSCs war jedoch genau der entgegenge-
setzte Effekt zu beobachten: sobald mTORC1 blockiert war (repräsentiert durch pp70-S6389,
nahm die Aktivität von mTORC2 (repräsentiert durch pAKT473) zu. Dies konnte sowohl bei der
Analyse der Western-Blots an Tag 21 der Differenzierung beobachtet werden (Abbildung 4.4.3),
als auch bei der Analyse des zeitlichen Verlaufs (Abbildung 4.5.3). Da dies nicht durch eine
direkte Bindung des Rapamycinmoleküls an mTORC2 zu erklären war (siehe 1.3.4) lassen diese
Daten nur auf eine inhibierende Wirkung von mTORC1 auf mTORC2 schließen. Diese wird
dann durch die Behandlung mit Rapamycin entkoppelt, da mTORC1 durch seine Inhibition
keinen Effekt mehr auf mTORC2 ausüben kann.
Dies wurde auch bei der Analyse der durch mTOR-gesteuerten Zellschicksalsprogramme ver-
deutlicht.
Unter Beeinflussung von Osteoblastenmedium alleine und noch stärker durch Osteoblasten-
medium mit FGF-2 oder PDGF-BB stieg die Aktivität von mTORC1 deutlich, was sich sowohl
durch die Phosphorylierung der p70-S6 Kinase als auch durch gesteigerte Expression der Se-
neszenzmarker p16INK4a und X-Gal, sowie durch eine Veränderung bei der Autophagie zeigte
(Abbildung 4.4.1 und Abbildung 4.4.2). Im Vergleich dazu konnte keine signifikante Beeinflus-
sung der mTORC2-Aktivität durch Osteoblastenmedium verzeichnet werden. .
Dieser Befund änderte sich unter der Behandlung mit Rapamycin wesentlich. Entsprechend
seiner Bindung an FKBP12 wurde die Aktivität des mTOR-Komplexes 1 auf ein Minimum
reduziert, gleichzeitig jedoch eine bis dahin nicht beobachtete Aktivität von mTORC2 initiiert,
wie durch eine mehr als 10-fache Steigerung der AKT-Phosphorylierung nachgewiesen wurde
(siehe Abbildung 4.4.3). In Folge dessen kam es zu einer Zunahme der anti-apoptotischen
Programme und Minderung der Anti-Apoptose (siehe Abbildung 4.4.3 und Abbildung 4.4.5).
Zur Bestätigung dieser Einflussnahme durch Rapamycin und zur genaueren Untersuchung des
sequentiellen Ablaufs wurde die Analyse auch im zeitlichen Verlauf durchgeführt und durch
den Einsatz des Autophagie-Inhibitors Bafilomycin ergänzt.
Dabei zeigte sich, dass Rapamycin die Differenzierung der Zellen in Richtung Osteoblasten
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von Beginn der Behandlung an minimierte und den gleichen Einfluss auf die Ablagerung von
Kalziumkristallen hatte (siehe Abbildung 4.5.2). Dies verlief zeitgleich mit einer starken Ak-
tivitätszunahme von mTORC2 und zeigte somit ein entgegengesetztes Bild als die alleinige
Behandlung mit Osteoblastenmedium. Diese hatte die Aktivität vom mTORC1 gesteigert und
zu einem zunehmenden Alterungsprozess der Zellen beigetragen, der sich auch in erhöhter
Apoptose manifestierte (siehe Abbildung 4.5.2 und Abbildung 4.5.3). Durch das unterschiedliche
Aktivitätsverhältnis der mTOR-Komplexe änderte sich auch der autophagische Fluss, wie durch
Zuhilfenahme des Autophagie-Inhibitors Bafilomycin festgestellt werden konnte. LC3B diente
hierbei als Marker, da es sich um ein Protein der Autophagosomenmembran handelt (siehe
Abschnitt 4.4.3). Es wird bei intrazellulären Recyclingvorgängen gebildet und beim lysosomalen
Verdau abgebaut. Ein vermehrter Nachweis des Proteins kann demzufolge durch fehlende
lysosomale Degradation hervorgerufen werden. Kommt es hingegen bei der Behandlung der
Zellen mit einem Inhibitor für Autophagie zu einer kontinuierlichen Anreicherung des Proteins,
wird dies durch verstärktes Recycling bewirkt.
Die verminderte Expression des Proteins LC3B bei Behandlung mit Rapamycin (siehe Abbil-
dung 4.4.1 und Abbildung 4.5.3) entstand demzufolge durch einen vermehrten Abbau des
Proteins infolge der Zunahme der Autophagie. Wurde dieser protektive Mechanismus der Zelle
durch Bafilomycin gestoppt, ließ sich eine starke Akkumulation des Proteins bei gleichzeitig ver-
stärkter osteoblastärer Differenzierung und Kalziumablagerung verzeichnen (siehe Abbildung
4.5.2).
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5.2 mTORC2-Aktivierung als protektiver Mechanismus

Um zu klären, ob der protektive Mechanismus bezüglich der Kalzifierung durch die Rapamycin
induzierte Minderung der mTORC1-Aktivität oder durch die dadurch bedingte mTORC2-
Aktivierung ausgelöst wird, wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene Methoden eingesetzt.
Zunächst wurde mittels eines AKT-Inhibitors die Bedeutung der Kinase-Aktivität für die Mi-
nimierung der osteoblastären Differenzierung ermittelt (siehe Abschnitt 4.6.1 auf Seite 86).
Anschließend wurde die Funktion von mTORC2 für die Aktivierung von AKT und die dadurch
gesteuerten zellulären Prozesse durch einen viral induzierten Rictor-Knockdown überprüft
(siehe Abschnitt 4.6.3 auf Seite 91).
Wenn alleine die Minderung der mTORC1-Aktivität die osteoblastäre Differenzierung und
Kalziumablagerung reduziert hätten, könnte ein zusätzlich gegebener AKT-Inhibitor hier kei-
nen Einfluss auf die Differenzierung ausüben. Wenn der schützende Mechanismus jedoch
durch die gesteigerte Aktivierung von mTORC2 vermittelt würde, hätte die Blockade des
mTOR-Komplexes 2 oder seiner wichtigen Zielkinase AKT zur Folge, dass Rapamycin keinen
inhibierenden Einfluss auf die Differenzierung hätte.
Wie zunächst durch den Einsatz von MK2206 gezeigt werden konnte, war die Aktivität der
AKT-Kinase entscheidend. Sobald diese durch einen spezifischen Inhibitor blockiert wurde,
blieben ALP Aktivität und Kalziumablagerungen erhöht, selbst wenn zusätzlich Rapamycin
eingesetzt wurde (siehe Abbildung 4.6.4 und Abbildung 4.6.3). Mechanistisch betrachtet konnte
AKT durch den Wirkstoff nicht mehr von mTORC2 aktiviert werden. Dementsprechend blieben
sowohl Seneszenzprozesse als auch Apotose erhöht und auch der Abbau der Autophagosomen
nahm nicht zu (siehe Abbildung 4.6.5).
Die Bedeutung von mTORC2 für die Aktivierung von AKT und der nachfolgenden Prozesse,
die einen Einfluss auf das Maß der osteoblastären Differenzierung und Verkalkung der Zellen
hatten, konnte durch einen viral induzierten Gentransfer analysiert werden. Dieser minderte die
Rictor-Expression und senkte in Folge dessen auch die AKT-Aktivität (siehe Abbildung 4.6.11).
Während Rapamycin bei unspezifisch transduzierten Zellen den Seneszenzprozess reduzieren
und die Apoptose mindern konnte, wurde dies durch unfunktionales mTORC2 verhindert.
Auch die Verstärkung des Autophagosomen-Abbaus fand nicht mehr statt. Dieser Einfluss auf
die regulierenden Prozesse des Zellschicksals zeigte sich bei der Differenzierung in Osteoblasten.
Diese konnte durch Rapamycin bei Zellen mit unspezifischer shRNA vermindert werden, wurde
jedoch bei Rictor-shRNA nicht reduziert. Die Menge der Kalziumablagerungen konnte bei Zel-
len mit Rictor-Knockdown ebenfalls nicht mehr durch Rapamycin vermindert werden, was die
Bedeutung der durch mTORC2 gesteuerten Prozesse nochmals hervorhebt (siehe Abbildung
4.6.9 und Abbildung 4.6.10).

Die Funktion des mTOR-Netzwerks für Entstehung und Voranschreiten der arteriosklerotischen
Vaskulopathie lässt sich durch Betrachten bekannter pathophysiologischer Veränderungen
nachvollziehen. Hier spielen zellschicksalsteuernde Prozesse wie Apoptose, Seneszenz und
Autophagie eine wesentliche Rolle und tragen zu den Ursachen bei, die typischerweise die
vaskuläre Kalzifizierung begünstigen.
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5.2.1 Regulation der zellulären Veränderungen in der arteriosklerotischer
Vaskulopathie

Die Entstehung der vaskulären Kalzifizierung wird durch zahlreiche systemische und lokale
Faktoren beeinflusst und kann insbesondere durch folgende Faktoren begünstigt werden: Ver-
lust inhibierender Faktoren für Kalziumpräzipitation, direkte Induktion von Knochenbildung,
Absterben von Zellen, ein erhöhtes Vorkommen von Kristallisationsvesikeln, degenerative
Zellveränderungen, Störung des Autophagie-Flusses und Entzündungen. Nachfolgend wird
die Bedeutung des mTOR-Netzwerks für die Entstehung und Folgen dieser Veränderungen
analysiert.

5.2.1.1 Verlust regulatorischer Faktoren, die Gewebemineralizierung und
Kalzifizierungsprozesse inhibieren

Inhibierende Faktoren stellen sicher, dass Kalzium und Phosphat in den Körperflüssigkeiten
nicht von selbst präzipitieren, obwohl ihre Konzentration das Löslichkeitsprodukt überschreitet.
Zu diesen zählen Fetuin, Pyrophosphat oder das Matrixglaprotein (MGP), das Kalzium bei-
spielsweise durch seine 5-γ-Carboxyglutaminsäurereste binden und so von der Interaktion mit
Phosphat abhalten kann (Schinke et al. [419]).
Darüberhinaus kann MGP vorhandene Kristallisationsstellen an Elastin kaschieren, indem
es daran bindet (Spronk et al. [451]), und inhibiert BMP2, einen Faktor, der Knochenbildung
induziert (Bostrom et al. [35]). Ein Abfall in der Konzentration von inhibierenden Faktoren oder
das Fehlen eines dieser Faktoren schlägt sich in ausgedehnter Kalzifizierung der Gefäße nieder,
wie in vitro und in vivo Arbeiten zeigen konnten (Schafer et al. [417], Luo et al. [278]).
Zwar sind bislang keine direkten Interaktionen zwischen mTOR und den inhibierenden Fak-
toren nachgewiesen, doch die Expression von MGP wird sowohl in Chondrozyten als auch in
Osteoblasten durch ERK1/2 reguliert (Julien et al. [202], [203]), das wiederum mit mTOR eng
verknüpft ist (Mendoza et al. [304]).
Neben dem mTOR-Netzwerk ist der Signalweg über Raf und ERK die zweite wichtige Si-
gnaltransduktion, über die in Zellen das Überleben, Differenzierungsprozesse, Proliferation,
Metabolismus und Bewegung als Antwort auf äußere Signale gesteuert werden (Chang et al.
[57], Torii et al. [485]). Darüberhinaus hat sich der komplexe Signalweg bei der Induktion der
osteoblastären Differenzierung sowie bei der Steuerung von Gewebekalzifizierung als bedeu-
tend erwiesen (Greenblatt et al. [140], [139], Shim et al. [438]).
ERK und mTOR-Signaltransduktionskaskaden können einander sowohl negativ beeinflussen,
als auch zu einer gegenseitigen Aktivierung beitragen. ERK inhibiert beispielsweise GAB, was
sich auf die Aktivierung von PI3K auswirkt, womit ERK indirekt auch AKT inhibiert (Lehr et
al. [257]). Des Weiteren inhibiert ERK die Proteine TSC1 und TSC2, was zu einer Aktivierung
von mTOR beiträgt (Zoncu et al. [551]). Andererseits phosphoryliert AKT das Protein Raf, was
dieses inhibiert und dadurch negativ regulierend auf ERK wirkt (Moelling et al. [315], Reusch et
al. [389], Zimmermann et al. [549], Rommel et al. [400]).
Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass das mTOR-Netzwerk hier über eine Beein-
flussung von ERK auf die Expression von MGP wirkt. Auch wird die Bildung von MGP
durch AP-1 reguliert, das wiederum durch NF-κB abhängige mTOR/p70-S6 Phosphorylierung
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ausgelöst wird, die von Osteopontin reguliert wird (Ahmed et al. [6]). Da kalzifizierende Ge-
webe eine höhere Konzentration an Osteopontin enthalten (Fitzpatrick et al. [120], Ohmori et
al. [337]), kann auch hier eine gegenseitige Beeinflussung vorliegen und eine Vernetzung des
mTOR-Netzwerkes mit der Regulation der Kalzifizierung durch inhibierende Faktoren erscheint
möglich.

5.2.1.2 Direkte Induktion von Knochenbildungsprozessen als Ursache für Arteriosklerose

Knochenbildung kann direkt von den zur Verfügung stehenden Substanzen ausgelöst werden.
So ist beispielsweise Phosphat ein Element, das vaskuläre Zellen in einer Konzentration ab 2 mM
dazu induziert, Kalziumhydroxylapatit zu produzieren (Jono et al. [200]), Markerproteine für
glatte Muskelzellen wie SMA oder SM22α zu verlieren und stattdessen Proteine zu exprimieren,
die typisch für Osteogenese sind wie etwa Osteopontin, Cbfa-1, alkalische Phosphatase (ALP)
oder Osteocalcin (Steitz et al. [457]).
Da Phosphatkonzentationen im Körper von der Ernährung und der Nierenleistung abhängig
sind (siehe Abschnitt 1.1.4 auf Seite 5), besteht besonders bei Patienten mit eingeschränkter
Nierenfunktion oder Dialysepflicht ein großes Risiko für die phosphatbedingte Induktion des
Differenzierungsprozesses in Osteoblasten.
Was intrazellulär genau geschieht, wenn dauerhaft hohe Mengen an Phosphat verfügbar sind,
und wie die Zelle dies erkennt, ist bislang nur ansatzweise geklärt. Im vaskulären System scheint
die Phosphataufnahme insbesondere mittels der Natriumphosphat-Cotransporter PiT-1 und
PiT-2 stattzufinden (Li et al. [261], Villa-Bellosta et al. [505]), denen von manchen Forschern auch
die Eigenschaft zugesprochen wird, die extrazelluläre Phosphatkonzentration wahrnehmen zu
können (Miyamoto et al. [309], Tatsumi et al. [472]).
Sicher ist lediglich, dass die PiT-1-abhängige Phosphataufnahme eine starke Phosphorylie-
rung von ERK1/2 bewirkt, die wiederum Runx2 phosphoryliert, und dadurch die von diesem
Transkriptionsfaktor abhängige Genexpression von Osterix, der alkalischen Phosphatase und
Osteopontin aktiviert (Speer et al. [450]). Da die Aktivierung von ERK1/2 eine Inhibition des
TSC-Proteins bewirkt (Roux et al. [402]), könnte es hier auch zu einer Aktivierung des mTOR-
Netzwerks kommen, die sich dann auf die Balance Apoptose/Autophagie zugunsten einer
fortschreitenden Verkalkung auswirkt.
Während die Zusammenhänge zwischen mTOR und dem Phosphathaushalt bislang nur unzurei-
chend untersucht wurden, konnte schon vor Jahren ein Zusammenhang zwischen Polyphosphat-
Ketten und mTOR hergestellt werden. Lineare Polymere von Hunderten von Phosphaten kön-
nen in vielen Zell- und Gewebetypen gefunden werden (Kumble et al. [241]) und stimulieren die
Aktivität des mTOR-Netzwerks, was sich in erhöhter Proliferation manifestiert (Wang et al. [510]).
Etwas detaillierter konnte vor einigen Jahren auch gezeigt werden, dass ein erhöhter Anteil von
inorganischem Phosphat in der Nahrung zu einer erhöhten AKT-Aktivität führt. Da AKT das
Protein TSC phosphorylieren und dadurch inaktivieren kann und TSC die mTOR-Kinase durch
Rheb blockiert, führt diese AKT-Aktivierung zu einer Hyperphosphorylierung von 4E-BP1
und erhöhten Proliferation (Jin et al. [195]), also einer mTORC1 induzierten Aktivierung von
Differenzierungs- und Wachstumsprogrammen.
Als prädestiniertes Integrationswerkzeug der Zelle für das Nährstoffangebot und die adäquate

120



5.2 mTORC2-Aktivierung als protektiver Mechanismus

Reaktion darauf, verwundert es nicht, dass eine Maschinerie wie mTOR, die auf kleinste Verän-
derungen von bestimmten Stoffen reagiert, bei einer dauerhafte Überlastung des Phosphathaus-
halts, wie sie etwa bei Nierenversagen vorkommt, angepasst wird. Eine minimale Verschiebung
der Aktivität der beiden mTOR-Arme könnte sich jedoch ungünstig auf die Gefäßgesundheit
auswirken, indem sie osteoblastäre Differenzierung vorantreibt und die Kalzifizierung von
Geweben stimuliert.

5.2.1.3 Apoptose als treibende Kraft von Arteriosklerose

Die Veränderungen der durch mTOR regulierten Zellprozesse wegen Phosphatüberladung
lässt sich auch im Zusammenhang mit der Phosphorylierung und die dadurch verursachte
Inaktivierung von Bcl-2 zeigen. Dieser Vorgang führt zu einer Aktivierung des BAD-Proteins
(Bcl-2-associated death promotor), welches eine Apoptosereaktion durch Caspase 3 in Gang
setzt (Son et al. [447]). Dies bestätigt eine Beobachtung, die bei der Untersuchung von atheroskle-
rotischen Läsionen bereits vor Jahren einen Hinweis auf einen weiteren Mechanismus ergeben
hat, der zur Ablagerung von Kalziumhydroxylapatit führt: das Absterben von Zellen durch den
programmierten Zelltod (Björkerud et al. [32]).
Bei diesem Vorgang wird in VSMCs der Gefäßwand noch vor Manifestiation von starken Verkal-
kungen die Apoptose eingeleitet. Die Zellen bilden sogenannte „apoptotische Körperchen “, die
BAX-Protein enthalten (Kockx et al. [226]), einen pro-apoptotischen Vertreter der Bcl-2-Familie,
und stark angereichert mit Kalzium sind (Proudfoot et al. [371]). Sowohl diese Vesikel, als auch
der entstehende Zelldebris begünstigt die Kristallisation von Kalzium und Phosphat aus der
extrazellulären Flüssigkeit. Dieser Prozess ist keineswegs Folge bereits stattfindender Verkal-
kungsprozesse, die zu einem Untergang von gesundem Gewebe führen, sondern vielmehr ein
Prozess der in VSMCs bereits bei erhöhten Kalziumkonzentratonen eingeleitet werden kann
(Reynolds et al. [390], Proudfoot et al. [371]).
Deutlich ist dies auch während des Kalzifizierungsprozess der MSCs im zeitlichen Verlauf zu
beobachten (siehe Abbildung 4.5.2), der zunächst eine leichte Erhöhung der LDH-Aktvität ab
Tag 9 zeigt, bevor ab Tag 12 erste Kalziumablagerungen messbar werden.
Bei der Steuerung der Apoptose spielt mTOR eine wesentliche Rolle, wobei es je nach Kontext
sowohl die Fähigkeit hat, anti- als auch pro-apoptotisch zu wirken, und mTORC1 im Falle von
Apoptose auch inaktiviert werden kann. Letzteres konnte durch Dephosphorylierung der zwei
mTORC1-Ziele p70-S6-Kinase und 4E-BP1 während der Apoptose in 3T3- und in Rat-1-Zellen
gezeigt werden, eine Beobachtung, die für die apoptotische Blockade der Translation verant-
wortlich sein dürfte (Tee et al. [476], Tee AR et al. [477]).
Eine Möglichkeit, wie mTOR die Apoptose inhibiert, verläuft über die p70-S6-Kinase, die das
pro-apoptotische Protein BAD am Serinrest136 phosphorylieren kann, was zur Trennung und
dadurch Aktivierung von den Inhibitoren Bcl-XL und Bcl-2 führt (Harada et al. [155]). Aufgrund
der Rapamycin induzierten p70-S6-Blockade ist diese Erklärung jedoch in den hier vorgestellten
Versuchen unwahrscheinlich. Eine weitere Möglichkeit, wie das Netzwerk auf den programmier-
ten Zelltod einwirkt, ist durch die AKT-abhängige Phosphorylierung und dadurch Inaktivierung
der pro-apoptotischen Proteine FoxO1 und FoxO3a (Dormond et al. [100]).
Durch die AKT-vermittelte Phosphorylierung entsteht an FoxO eine Bindestelle für 14-3-3, die
die NLS (das Kernlokalisierungssignal, von „nuclear localization site“) des Transkriptionsfaktor
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FoxO verdeckt, so dass dieses aus dem Kern geschleust und somit inaktiviert ist (Greer et al.
[141]). Aktives FoxO induziert die Expression von Todesrezeptor-Liganden wie Fas-Ligand
oder TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) die den extrinsischen
Apoptoseweg über Caspase 8 bewirken (Brunet et al. [46]). Zusätzlich stimuliert FoxO den
intrinsischen, über Mitochondrien vermittelten, Apoptoseweg, indem es die Expression von
BH3-only-Proteinen modelliert, zu denen die pro-apopotitschen Proteine BAD, PUMA und
Beclin-1 gehören (Dijkers et al. [94]). PUMA wiederum bindet und inhibiert Bcl-2, wodurch es
als wichtiger Regulator des Permeabilisierungsprozesses der äußeren Mitochondrienmembran
gilt (Chipuk et al. [64]).
Eine Rapamycin induzierte mTORC2-Aktivierung und dadurch gesteigerte AKT-Aktivität ver-
mindert demnach den Einfluss der pro-apoptotischen Transkriptionsfaktoren, was sich hier in
gesteigerter Bcl-2- und verminderter Caspase 3-Expression, sowie Reduktion fragmentierter
DNA und LDH Aktivität darstellen ließ. Die dadurch verursachte Reduktion sterbender Zellen
führte zu einer minimierten Freisetzung von apoptotischen Körperchen und entzog dem System
so eine Entstehungsquelle zur Kristallisation von Kalziumhydroxylapatit bei der Kalzifizierung.

5.2.1.4 Zelluläre Seneszenzprozesse als Risikofaktor in der Gefäßbiologie

Nachdem Jahrzehnte lang ein Dogma galt, wonach Zellen in Kultur unendlich lange überleben,
wenn nur die richtigen Bedingungen für sie gefunden werden (Parker [350]), war es 1965 der
Wissenschaftler Leonard Hayflick, der zeigen konnte, dass normale diploide humane Zellen eine
limitierte replikative Kapazität haben (Hayflick [160]). Dabei bewies er, dass zelluläre Seneszenz,
also der irreversible Wachstumsstopp von mitotischen Zellen, auch der potentielle Mechanismus
des Alterns war. Dieser erhöht die Anfälligkeit für Infektionen, leitet degenerative Prozesse
ein, beschleunigt Gefäßerkrankungen, Diabetes oder Nierenversagen und ist in eine Vielzahl
weiterer Krankheiten involviert (Zhang et al. [525], Poulose et al. [365]).
In seneszenten Zellen kommt es - bei erhöhter Zellteilung, starken mitogenen Signalen, Ver-
kürzungen der Telomere, DNA-Schäden und Mutationen, Proteinaggregation und erhöhter
ROS-Produktion - zu einer Aktivierung der p53 und p16INK4a-Tumorsuppressions-Signalwege
(Passos et al. [351], Weyemi et al. [517], Ksiazek et al. [234], Tchkonia et al. [474]).
Im weiteren Verlauf verursachen intrazelluläre Signale unter der Beteiligung von NFκB, TGF-β,
IL-1α, IL-6 die unwiderrufliche Induktion der Seneszenz. Dabei kommt es zu einer Reorga-
nisation des Chromatins mit einer starken Heterochromatin-Ausprägung, stark veränderter
Genexpression, vergrößerten Zellgröße und erhöhtem Proteingehalt, sowie veränderter Zellform
und Organellenstruktur (Kuilman et al. [238], [237], Acosta et al. [3], Freund et al. [125]). Eine
Folge zellulärer Seneszenz kann für das Gewebe auch sein, dass es zu einer chronischen, leichten
Entzündung, einer sogenannten sterilen Entzündung kommt. Diese verläuft ohne erkennbare
Pathogene, es kann jedoch dazu kommen, dass Immunzellen Gewebe abbauen, weil es reaktive
oder toxische Moleküle absondert. Desweiteren können seneszente Zellen inflammatorische
Zytokine wie IL-6 sezernieren, die phänotypische Veränderungen auslösen (Chung et al. [67],
Franceschi et al. [122], Vastro et al. [502]).
Mittlerweile konnte sowohl in Zellkulturarbeiten, als auch in Gewebeanalysen gezeigt werden,
dass Gefäßzellen, die einen seneszenten Phänotyp aufweisen, leichter kalzifizieren als vitale
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juvenile Zellen (Nakano-Kurimoto et al. [325]). Dabei konnte eine erhöhte Expression der Gene
beobachtet werden, die mit osteoblastärer Differenzierung einhergehen - Runx-2, ALP, Typ I
Kollagen und auch BMP-2 (Burton et al. [48]). Entsprechend konnten auch bei den hier durch-
geführten Untersuchungen stärkere Anzeichen von Seneszenz in stärker kalzifizierten Zellen
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.4.1 und Abbildung 4.4.2 auf Seite 73).
Wie entscheidend das mTOR-Netzwerk im Zusammenhang mit Zellalterung ist, haben zwei
unabhängige Untersuchungen aufgedeckt. In einer davon konnte gezeigt werden, dass eine
Beschränkung der Kalorien-Zufuhr und eine damit verbundene verminderte Stimulation von
mTOR den Alterungsprozess unterbinden und das Leben der Versuchstiere verlängern kann
(Kapahi et al. [213]).
In der zweiten Untersuchung zeigte sich, dass die Behandlung von Versuchstieren mit Ra-
pamycin eine deutliche Verlängerung der Lebensspanne bewirkt. Dies war damit die erste
pharmakologische Behandlung, die einen Einfluss auf die maximale Lebenszeit von Säugern
hatte (Harrison et al. [157]).
Auch wenn bei beiden Studien noch immer viele Fragen offen sind, konnte die Bedeutung des
mTOR-Netzwerks für den Alterungsprozess damit erstmals nachgewiesen werden und wurde
mittlerweile auch in Fruchtfliegen, Würmern, Hefen und Mäusen überzeugend dargestellt
(Kapahi et al. [214], Vellai et al. [503], Kaeberlein et al. [207]). Diese Ergebnisse machen deutlich,
wie eng der Zusammenhang zwischen der Aktivität des mTOR-Netzwerks und vaskulärer
Kalzifizierung durch die Regulation der Seneszenz ist. Sie werden durch die hier vorgestellten
Daten unterstützt, die zeigen, dass Seneszenz bei Kalzifizierungsprozessen verstärkt nachgewie-
sen werden kann und durch die Hemmung von mTORC1, verbunden mit der Aktivierung von
mTORC2, minimiert werden kann.

5.2.1.5 mTOR als regulierende Größe bei der Entstehung von Matrixvesikeln

Neben den bislang genannten Faktoren als wichtige Ursachen für die Umwandlung des Ge-
webes in knochenartige Strukturen kann gerade bei ektoper Kalzifizierung ein weiterer Grund
für diese Entwicklung beobachtet werden. Hier wurden in den Gefäßläsionen große, nekroti-
sche Bereiche nachgewiesen, die Vesikel freisetzen (Bauriedel et al. [27], Moe et al. [312], [314],
[311], [313], Demer et al. [86], Johnson et al. [196]). Von sterbenden Zellen ist bekannt, dass sie
durchlässig für Kalzium und Phosphat werden und diese Ionen weit über deren eigentliches
Löslichkeitsprodukt anreichern können. In Verbindung mit Phospholipidmembranen führt dies
leicht zur Bildung von sogenannten „Matrixvesikeln“. Diese stellen, ebenso wie beim Zelltod
freiwerdende „apoptotische Körperchen“, ideale Voraussetzungen für die Bildung und das
Wachstum von Apatitkristallen dar Moe et al. [312], [314], [311], [313]. Neben Chondro- und
Osteoblasten können Vesikel auch von apoptotischen, glatten Muskelzellen abgesondert werden
(Schoen et al. [422], Tanimura et al. [469], [470], [471]).
Matrixvesikel werden als 100 nM kleine, von Membranen abstammende, extrazelluläre Partikel
verstanden, die erste Kalziumhydroxylapatit-Kristalle enthalten, die dann durch die Membran
nach außen dringen und dort durch Kalzium- und Phosphat-Moleküle der extrazellulären Flüs-
sigkeit weiterwachsen (Anderson [14]). Abbildung 5.2.1 zeigt die Sekretion von Matrixvesikeln
durch Osteoblasten.
Matrixvesikel beeinflussen nicht nur an ihrem Entstehungsort die Ausbreitung der Kalzifizie-
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rung (Anderson [13]), sie können dies auch an anderen Stellen tun, wenn sie sich lösen und im
Blut fortgetragen werden. Dieser Mechanismus konnte insbesondere bei der Untersuchung
von Osteoprotegerin, einem löslichen Mitglied der TNFα-Familie festgestellt werden. Hier
zeigte sich, dass ein Mangel an diesem Protein zu Osteoporose führt, indem es als Faktor, der
von Osteoblasten abgegeben wird, inhibierend auf die Differenzierung von Osteoklasten wirkt
(Bucay et al. [47], Aubin et al. [17]). Als zugrundeliegendes Prinzip konnten die Autoren in nach-
folgenden Studien die Bildung von Kristall-Komplexen (sogenannten „crystal nuclei“) zeigen,
die während der Knochenresorption entstehen, sich lösen und zu Geweben getragen werden,
wo sie Mineralisierungsprozesse bewirken können (Price et al. [366], [367], [368], [369]). Seither
gilt das Vorkommen von Matrixvesikeln als weitere begünstigende Ursache von vaskulärer
Kalzifizierung.

Abbildung 5.2.1: Sekretion von Matrixvesikeln

Diese von Xiao et al. [527] veröffentlichte Scanning-Electron-Microscope (SEM) Aufnahme zeigt
Matrixvesikel auf der Oberfläche von Osteoblasten, rechts eine höhere Auflösung des links markierten
Ausschnitts

Die Bedeutung des mTOR-Netzswerks in diesem Kontext ist bislang nicht ausführlich unter-
sucht. Es gibt jedoch ausführliche Untersuchungen, die den Zusammenhang zwischen der
Freisetzung von Matrixvesikeln und Autophagie zeigen (Dai et al. [83]). Hierin wurde darge-
stellt, dass Autophagie als Schutzmechanismus der Zelle wirkt, um die Bildung und Freisetzung
von Matrixvesikeln zu verhindern (Shanahan [433]), eine Reaktion, die maßgeblich vom mTOR-
Netzwerk gesteuert wird.
Während es demnach keine Hinweise dafür gibt, dass die Reifung von Matrixvesikeln durch
das mTOR-Netzwerk verursacht werden kann, besteht hingegen Grund zu der Annahme, dass
mTOR-kontrollierte Autophagie einen Weg für die Zelle darstellt, der Freisetzung von Vesikel
entgegenzuwirken.

5.2.1.6 Autophagie - zelluläres Recycling als Schutzreaktion der Zellen

Prinzipiell dient Autophagie der Zelle zur Entsorgung oder dem Recycling alter, ungebrauchter
oder beschädigter Proteine, Organellen und Zellbestandteile zum Überleben. Sie bietet eine
alternative Quelle für Nährstoffe (Meijer et al. [301], Levine et al. [260]), stellt aber auch eine
Reaktion auf oxidativen Stress dar (Chen et al. [62], [61], Huang et al. [172]). Dieser lysosomale
Degradationsweg ist für das Überleben der Zelle, Differenzierungsprozesse und die Entwick-
lung essentiell und hat sowohl die Fähigkeit, die Aktivierung der Apoptose zu unterbinden
(Zhang et al. [543]) als auch sie in bestimmten Systemen zu verstärken (Crighton et al. [77]).
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Noch höher als bei physiologischen Bedingungen, unter denen beständig eine gewisse Menge
an Autophagie stattfindet, ist der autophagosomale Durchsatz bei pathologischen Bedingungen,
wie für chronische Ischämie, Infarkt- und Reperfusions-Schäden, Bluthochdruck, Kardiomyopa-
thie und Herzversagen gezeigt werden konnte (Knaapen et al. [224], Shimomura et al. [441], Yan et
al. [533], [532]). Wie bedeutend Autophagie für die gesunde Funktion des Herz-Kreislaufsystem
ist, lässt sich beispielhaft an der Danon-Erkrankung zeigen. Dies ist eine lysosomale Glykogen-
speicherkrankheit, die durch eine LAMP-2 Defizienz und extensive Autophagie im Herzmuskel
charakterisiert ist (Saftig et al. [408], Nakai et al. [324]). Patienten leiden an hypertropher Kardio-
myopathie, skelettaler Myopathie und mentaler Retardierung. Männliche Betroffene haben eine
Lebenserwartung von 20 bis 30 Jahren, die Lebenserwartung von Frauen liegt bei maximal 50
Jahren (Yang et al. [536], Lobrinus et al. [271]).
Autophagie steht in direktem Zusammenhang mit Apoptose. Diese beiden Vorgänge beein-
flussen sich gegenseitig, beispielsweise dadurch, dass Autophagie das durch oxidativen Stress
entstandene schadhafte Zellmaterial abbauen kann. Dadurch wird verhindert, dass geschädigte
Mitochondrien Cytochrom C freisetzen und dadurch eine Apoptosereaktion in Gang setzten
(Maiuri et al. [285], Gump et al. [146]).
Bei den hier durchgeführten Untersuchungen konnte nicht nur bestätigt werden, dass Auto-
phagie und Apoptose in entgegengesetztem Verhältnis zueinander auftreten, sondern auch,
dass das mTOR-Netzwerk in diese Koordination involviert ist. Der protektive Effekt des zel-
lulären Recyclingvorgangs wurde in den MSCs durch Rapamycin deutlich verstärkt, wie die
Analyse der Proteinexpression bei osteoblastärer Differenzierung und Verkalkung im zeitlichen
Verlauf zeigte (siehe Abbildung 4.5.3). Wurde Autophagie hingegen durch den Einsatz von
Bafilomycin inhibiert, kam es nicht nur zu einer Anreicherung undegradierter autophagosomen-
spezifischer Proteine wie LC3B, sondern auch vermehrt zu intrazellulärem Stress und Apoptose,
wie die Markerproteine p16INK4a und Cleaved Caspase 3 zeigten. Die dabei frei werdenden
apoptotischen Vesikel trugen dann zum Kristallisationsprozess bei, was sich in der gesteigerten
Kalziumablagerung widerspiegelte. Die beiden Arme des mTOR-Netzwerks fungierten bei der
Regulation der zellulären Differenzierung somit als wichtiger Entscheidungsträger. Dominierte
der mTOR-Komplex 1, unterlag die Zelle bei Stress und unter den vorherrschenden Einflüssen
der Umgebung der Apoptose.
Übernahm der mTOR-Komplex 2 die Kontrolle, wurden lysosomale Degradation verstärkt
und geschädigte Organellen abgebaut, wodurch die Zelle Energie gewinnen und überleben
konnte, ohne apoptotische Vesikel freizusetzen. Dementsprechend war die Kalzifizierung bei
mTORC1-Aktivität deutlich stärker ausgeprägt als bei vorwiegender Kontrolle des zellulären
Schicksals durch mTORC2.

5.2.1.7 Die Funktion von mTOR bei der Regulation der Knochenbildung

In Geweben mit osteoblastenspezifischem Differenzierungspotential hängt die Expression der
Gene, die für Knochenbildung wichtig sind, unter anderem von der Aktivierung der Smad-
vermittelten-Signaltransduktion ab, die durch eine Reihe von Molekülen aktiviert werden
kann. Zu diesen zählen die BMPs (Bone morphogenetic proteins), von denen schon seit Jahren
bekannt ist, dass sie die Bildung von Knochen und Knorpeln auslösen können (Cheng et al.
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[63], Chen et al. [58], Reddi et al. [387]). Außer BMP1, das zu den Metalloproteasen gezählt
wird, gelten alle BMPs, von denen mittlerweile mehr als 20 entdeckt wurden, als Mitglieder
der TGF-β-Superfamilie. Sie interagieren mit den entsprechenden Rezeptoren (BMPRs) und
können dadurch zu einer Mobilisierung der Smad-Proteine führen. Auch diese werden zu den
Tanskripten der 28 Gene gezählt, aus denen sich die TGF-Superfamilie zusammensetzt, die für
Wachstumskontrolle, Differenzierungsvorgänge, Apoptose und andere wichtige Prozesse, zum
Beispiel bei der embryonalen Entwicklung, verantwortlich ist (Derynck et al. [89], Massaque et al.
[294], [295], [293], Whitman et al. [518]). Die Moleküle der Superfamilie agieren, indem sie zur
Bildung eines heteromeren Komplexes aus Typ I und Typ II Serin/Threonin Kinase Rezeptoren
führen. Dies geschieht dadurch, dass Familienmitglieder wie BMPs an einen der Typ II Rezeptor
binden, der dann den Typ I Rezeptor aktiviert, indem dieser phosphoryliert wird.
Nach der Phosphorylierung des Typ I Rezeptors initiiert dieser intrazellulär eine Kaskade spezi-
fischer Smad Proteine, sogenannte Rezeptor-regulierten-Smads R-Smads). Zwei der R-Smads
bilden einen Komplex mit dem Co-Smad (Smad4). Dieses Trimer wird in den Nukleus transpor-
tiert und wirkt dort direkt auf die Transkription (Yi et al. [537]). Neben den R-Smads Smad1,
Smad2, Smad3, Smad5 und Smad8/9 (Wu et al. [522]) und dem „common-mediator“ Smad4
(Shi et al. [437]) gibt es auch inhibierende Smads (I-Smads). Dazu werden Smad6 und Smad7
gezählt. Sie blockieren die Aktivierung von R- und Co-Smads (Itoh et al. [185]). Während Smad2
und 3 für die Signaltransduktion der TGFβ-Rezeptoren verantwortlich sind, wird dies im Falle
der BMP-Rezeptoren durch die Smads 1/5 und 8 vermittelt (siehe Abbildung 5.1.1). Im Falle
der BMPs kann die Signalweitergabe außerdem sowohl durch den kanonischen Signalweg oder
Smad-unabhängig über MAPK und andere Kinase stattfinden.
Bislang wurde lediglich eine Interaktion zwischen der TGF-β-Rezeptor-Signaltransduktion und
der PI3K-AKT-Kaskade nachgewiesen. Darüber hinaus gibt es trotz zahlreicher Hinweise für
eine Interaktion des BMP- und des mTOR-Netzswerks keine detaillierte Studie, die Zusam-
menhänge dieser beiden Systeme beschreibt. In der Studie von Remy et al. konnte 2004 gezeigt
werden, dass sich Smad3 nach seiner Aktivierung von den TGF-Rezeptorkomplexen löste und
mit AKT interagierte, anstatt mit Smad4 ein Heteromer zu bilden, das in den Kern wandert.
AKT verminderte hier die Transkription der Zielgene zwar unabhängig von seiner Kinaseak-
tivität, konnte aber durch Aktivierung des PI3K-Insulin-Signalwegs in seiner Interaktion mit
Smad3 verstärkt werden (Remy et al. [388]). Diese Inhibition beeinflusste auch die durch TGF-β
induzierte Apoptose (Conery et al. [72]). Das Verhältnis zwischen Smad3 und AKT korrelierte
dabei mit der Sensitivität der Zellen, auf TGF-β-bedingte Expression von DAP-Kinase („death-
associated protein kinase“) und dadurch eingeleiteten Zelltod zu reagieren (Jang et al. [190]).
In neueren Arbeiten wurde außerdem darauf hingewiesen, dass eine hohe Aktivität von
PI3K/AKT zu einer Genexpression durch Smad2 und 3 induzierte Transkription führt, die
der Selbsterhaltung dient, während niedrige Aktivität von AKT dafür sorgt, dass Zelldifferen-
zierungsprozesse eingeleitet werden (Singh et al. [444]).
Gemeinsam ist den TGF-β-Rezeptor- und den BMP-Rezeptor-vermittelten Signalkaskaden, dass
sie auf PI3K, AKT, ERK und p38-MAPK wirken können (Yi et al. [538], Edlund et al. [106], Mu
et al. [319], Iwai et al. [186]). Nicht nur diese Erkenntnis lässt auf eine enge Verknüpfung von
Smad-Signaltransduktion und mTOR-Netzwerk schließen, vielmehr deutet auch das Protein
FKBP12 auf eine Verbindung hin, da es in die Funktion beider Signalwegen integriert ist.
Im mTOR-Netzwerk spielt FKBP12 aufgrund seiner Bindung an die mTOR-Kinase eine Rolle
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bei der Rapamycin induzierten Inhibierung, wie in Abschnitt 1.3.4 bereits dargelegt wurde.
Im BMP-System bindet FKBP12 an den BMP-Rezeptor I und inhibiert dadurch die Signalkaskade
von Smad1/5/8. Diese Interaktion kann durch den Calcineurin-Inhibitor FK506 (Tacrolimus)
verhindert werden, was dann zu einer Förderung der osteoblastären Differenzierung beiträgt
(Yamaguchi et al. [529], Giordano et al. [133]). Die Auswirkungen von Rapamycin sind in
diesem Kontext unklar, da bislang zwar nachgewiesen werden konnte, dass Rapamycin die
direkte Interaktion zwischen TGF-β-Rezeptor I und FKBP12 verhindert (Osman et al. [346]),
aber bislang keine Studie zeigen konnte, das Rapamycin dies auch bei der Interaktion zwischen
BMP-Rezeptor I und FKPB12 bewirkt. Darüber hinaus gibt es widersprüchliche Daten zu der
Frage, ob Rapamycin die BMP-vermittelte osteoblastäre Differenzierung inhibiert oder fördert
und welche Rolle das mTOR-Netzwerk hierbei hat (Lee et al. [256], Martin et al. [291], Isomoto et
al. [184], Singha et al. [446]).
Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse basieren auf einer differenzierten Analyse des
mTOR-Netzswerkes und berücksichtigen dabei auch die unterschiedlichen Funktionen des
mTORC1 und mTORC2 Komplexes - eine Unterscheidung, die in bisherigen Arbeiten nicht er-
folgte. Während die Aktivität von mTORC1 einen förderlichen Einfluss auf die Differenzierung
von vaskulären Vorläuferzellen in osteoblastenartige Zellen hatte und auch die Kalzifizierung
steigerte, bewirkte mTORC2 den gegenteiligen Effekt. War die Aktivität dieses Komplexes
verstärkt, zeigten die Zellen eine verminderte Differenzierung in Osteoblasten und waren vor
Kalzifizierung geschützt. Es bleibt zu untersuchen, ob einer der beiden mTOR-Arme oder beide
direkt mit der Signaltransduktionskaskade BMP-Smad interagieren und welche Funktion das
FKBP12-Protein bei Rapamycingabe für die Induktion der Knochenbildung hat.
Die deutlichen Effekte der mTOR-Modulation durch pharmakologische oder genetische Mani-
pulation lassen jedoch darauf schließen, dass eine Verknüpfung der beiden Systeme besteht, die
bislang nicht hinreichend verstanden ist und aus der sich möglicherweise ein therapeutischer
Nutzen ziehen lässt.
Abbildung 5.2.2 fasst die unterschiedlichen Faktoren zusammen, die gemeinsam an der Entste-
hung von vaskulärer Kalzifizierung beteiligt sind.
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Abbildung 5.2.2: Regulation der osteoblastären Differenzierung

Das stark vereinfachte Schema zeigt wichtige zelluläre Prozesse, die an arteriosklerotischen Verände-
rungen beteiligt sind. Nicht eingezeichnet sind zahlreiche Gene, deren Expression durch mTORC1
und/oder mTORC2 reguliert wird. Detaillierte Erklärung siehe Text.

5.2.2 Die Modulation des mTOR-Netzwerks in vivo

Um die Auswirkungen eines modifizierten mTOR-Netzwerks zu untersuchen und den in vitro
gefundenen Zusammenhang zwischen der Aktivität der beiden mTOR-Komplexe bei der Si-
gnaltransduktion in Zellen der arteriellen Gefäßwand unter längerer Rapamycinbehandlung zu
verifizieren wurde ein Tiermodell eingesetzt. Hierin wurden Aorten von Mäusen, die über 37
Tage mit Vehikel oder Rapamycin behandelt worden waren, immunhistologisch untersucht.
Die Analyse zeigte nicht eine behandlungsbedingte Verminderung der mTORC1-abhängigen
Phosphorylierung p70-S6T389 und eine Verstärkung der mTORC2-abhängigen AKTS473- Phos-
phorylierung. Darüber hinaus konnte auch eine Veränderung der AKT-Lokalisation festgestellt
werden (siehe Abbildung 4.7.1). Rapamycin bedingte eine Translokation der Kinase in den Kern,
wo AKT beispielsweise die Expression von Genen verstärken kann, die das Überleben der Zelle
bei oxidativen Stress sichern (Rubio et al. [405]), den Export von mRNAs ermöglicht (Okada
et al. [342]) und die Expression diverser Gene begünstigt, die Zellwachstum und Überleben
sichern (Fischer et al. [119]). Darüber hinaus konnte, wie auch zuvor im Zellkulturmodell,
eine Verminderung der Seneszenz- und Apoptosemarker und eine Steigerung des Autophagie-
Umsatzes beobachtet werden. Diese Befunde bestätigten die Bedeutung der Aktivität der beiden
mTOR-Komplexe im Verhältnis zueinander für die Regulation des Zellschicksals, auch wenn sie
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keinen direkten Nachweis dafür erbringen konnten, dass das Netzwerk auch den Prozess der
kalzifizierenden Vaskulopathie reguliert.
Anders als im Zellkulturmodell lag der Schwerpunkt dieser Untersuchung nicht nur auf der
Modulation des Netzwerks während der Differenzierung von Vorläuferzellen (MSCs, Perizy-
ten), sondern vielmehr auf der Wirkung der Substanz in bereits differenzierten Gefäßzellen.
Neben Vorläuferzellen sind auch differenzierte glatte Muskelzellen (VSMC) als Zelltyp in der
Gefäßmedia von den dort stattfindenden Verkalkungsprozessen beeinflusst. Da die bisherigen
Erkenntnisse mit MSCs gewonnen worden waren, war die Untersuchung der Aorten der erste
Hinweis, dass die spezifische Veränderung der mTOR-Aktivität auch für Zellen nach fortge-
schrittener Differenzierung und auch im Zellzusammenhang von Geweben bedeutsam sein
könnten. Da die Signaltransduktion dieses Zelltyps auf die Behandlung offensichtlich ähnlich
reagierte wie die der MSCs, könnte auch die Differenzierung ähnlich verlaufen.
Leider stand im Rahmen dieser Arbeit kein kalzifizierendes Tiermodell für Urämie zur Verfü-
gung. Dieses hätte erlaubt, die Auswirkungen eines modifizierten mTOR-Netzwerks und den
Zusammenhang zwischen der Aktivität der beiden mTOR-Komplexe und dem Kalzifizierungs-
prozess zu untersuchen. Dies wäre der nächste Schritt bei weiteren Forschungsarbeiten, um die
hier dargelegten Prozesse zu verifizieren und näher zu analysieren.

5.2.3 Indirekte Beeinflussung der Kalzifizierung durch Rapamycin

Der Einsatz von Rapamycin in vivo zeigte zwar die spezifische Verschiebung der Aktivität
von mTORC1 hin zu mTORC2, und der Wirkstoff ist auch seit Jahren in klinischem Einsatz,
doch wird er hier vor allem für zwei Anwendungen genutzt, bei denen es nicht primär um
anti-kalzifzierende Eigenschaften geht.
In der soliden Organtransplantation wird Rapamycin zur Supprimierung des Immunsystems
genutzt, da es die Wirkung von Interleukin-2 inhibiert. So kommt es zur Blockade der T-Zell-
Aktivierung.
Als Medikament mit anti-proliferativer Wirkung wird Rapamycin außerdem zur Verhinderung
von In-Stent-Restenosen eingesetzt.
Diese Effekte sind bei der Behandlung von kalzifizierender Vaskulopathie nicht erwünscht
und wären als hinzunehmende Nebenwirkung auch zu massiv. Dementsprechend ist die
Anwendung von systemisch verabreichtem Rapamycin keine Option zur Therapie von Gefäß-
verkalkung.
Forschungsarbeiten, die einen förderlichen Einfluss von Rapamycin auf die Differenzierung von
MSCs zu VSMCs zeigen konnten (Hegner et al. [161]) und die anti-kalzifizierende Wirkung des
Wirkstoffes lassen jedoch vermuten, dass ein lokaler Einsatz Vorzüge mit sich bringen könnte.
Um den protektiven Effekt einer mTORC2-Aktivierung durch Rapamycin dennoch zu nutzen
und diesen eventuell noch zu verstärken, wurde ein Modell eingesetzt, bei dem MSCs mit
Osteoblastenmedium behandelt wurden, dem entweder Rapamycin oder die Vehikelkontrolle
DMSO zugesetzt worden war. Dieses konditionierte Medium wurde dann auf humane glatte
Gefäßmuskelzellen transferiert. Zwar wurde auch bei diesem Ansatz Rapamycin übertragen,
es zeigte sich aber bei der Analyse von ALP-Aktivtät und Kalziumablagerung, dass es einen
inhibierenden Effekt bei der osteoblastären Differenzierung gab, der nicht durch direkte Rapa-
mycininkubation, sondern vielmehr durch eine parakrine Wirkung entstand.
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Um zu kontrollieren, dass es sich hierbei nicht um einen unspezifischen Effekt handelte, son-
dern die Wirkung von MSCs ausgelöst worden war, wurde eine Kontrolle mitgeführt. Diese
bestand darin, den gleichen Versuchen parallel mit Medium durchzuführen, dass von VMSCs
auf VMSs übertragen wurden und nicht von MSCs auf VMSCs transferiert wurde. In dieser
VSMC-Kontrolle zeigte sich durch Rapamycin während der Behandlungsdauer keine Abschwä-
chung der kalzifizierenden VMSC-Differenzierung. Weder die VMSCs, die zur Konditionierung
des Mediums eingesetzt worden waren und direkt mit Rapamycin inkubiert wurden, noch die
VMSCs, die anschießend das konditionierte Medium erhielten, zeigten eine Beeinflussung von
ALP-Aktivität oder Kalziumablagerung durch die Behandlung mit Rapamycin.
Wurden hingegen MSCs mit dem Wirkstoff inkubiert, wiesen sowohl diese Zellen, als auch die
mit MSC-konditioniertem Medium behandelten VSMCs eine Reduktion von ALP-Aktivität und
Kalziumablagerung auf.
Einschränkend muss allerdings erwähnt werden, dass die VMSCs, die zur Konditionierung
eingesetzt worden waren, sehr viel langsamer differenzierten als die MSCs. Immerhin lag die
ALP-Aktivität der VSMCs zum Zeitpunkt der Messung fast 100-fach unter der der MSCs, damit
noch im Kontrollbereich und auch die Menge an gebildetem Kalzium war im Vergleich zu den
MSCs noch sehr niedrig (siehe Abbildung 4.8.3). Daher kann nicht ausgeschlossen werden,
dass Rapamycin bei längerer Behandlung der VSMC-Konditionierungszellen noch zu einer
Verminderung der Differenzierung und Verkalkung führen könnte. Angesichts der sehr viel
langsameren Differenzierung dieser Zellen im Vergleich zu MSCs ist es nicht ausgeschlossen,
dass die VSMCs zu einem fortgeschritteneren Stadium der Differenzierung auf die Rapamycin-
behandlung ansprechen könnten.
Deutlich wurde bei dieser Untersuchung, dass die Übertragung des Rapamycins und somit die
direkte Inkubation der VSMCs einen weit weniger drastischen Effekt hatte als die Behandlung
der MSCs mit dem Wirkstoff und anschließende Übertragung des Mediums. Hier konnte eine
signifikante Senkung von ALP-Aktivität und Kalziumablagerung beobachtet werden. Dies
verdeutlicht, dass die Differenzierung der VMSCs nicht verstärkt wurde, wenn Medium von
den differenzierteren und kalzifzierteren MSCs auf sie übertragen wurde, als wenn Medium
von weniger stark differenzierten und kalzifzierten VMSCs auf sie transferiert wurde. Hingegen
hatt jedoch die Veränderung der Signalkaskade der MSCs einen protektiven Effekt bei der
Differenzierung der VSMCs (siehe Abbildung 4.8.5).
Es kann daher ausgeschlossen werden, dass die Übertragung von beispielsweise abgestorbe-
nen Zellen oder Matrixvesikeln, die ja aufgrund des unterschiedlichen Verkalkungsgrades in
verschieden großer Menge vorhanden gewesen sein müssten, eine ausreichende Erklärung für
die beobachteten Unterschiede zwischen Rapamycin- und Vehikelbehandlung waren. Wäre
die Menge an Matrixvesikel ausschlaggebend gewesen, hätten die mit MSC-konditioniertem
Medium behandelten VSMCs sehr viel mehr Kalzifizierung aufweisen müssen, als die mit
VMSC-behandeltem Medium, bei denen die Konditionierungszellen deutlich weniger Anzei-
chen für Differenzierung und Kalziumablagerungen hatten. Da bei den Zielzellen sowohl bei
der ALP-Analyse als auch bei der Messung der Kalziumablagerung kein wesentlicher Unter-
schied zwischen den vehikelbehandelten MSCs und VMSCs festgestellt werden konnte, obwohl
eine unterschiedliche Menge an Matrixvesikeln auf sie übertragen worden sein dürften, sollte
die Menge der Vesikel keinen signifikanten Einfluss haben. Da die gleiche Menge an Zellen
eingesetzt worden war und nach der Inkubationsdauer eine Proteinanalyse durchgeführt wurde,
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mit deren Hilfe alle Werte normiert wurden und bei der sich keine wesentlichen Unterschiede
in der Proteinmenge zeigten, konnte des Weiteren ausgeschlossen werden, dass ein Unterschied
in der Menge der produzierenden Zellen ausschlaggebend für die Unterschiede waren.
Vielmehr schien die inhibierende Wirkung des Rapamycins bei MSCs durch einen zelleigenen
Effekt begünstigt worden zu sein, was darauf deutet, dass die beiden Zelltypen unterschiedliche
Faktoren in ihre Umgebung abgeben.

5.2.4 Das Sekretom von VSMCs und MSCs

In den letzten Jahren entstanden erst Erkenntnisse über das Sekretom von glatten Muskelzellen
und dessen Veränderung im Kontext von Atherosklerose und Arteriosklerose (Dupont et al.
[103], [104]). Arbeiten von Burton et al. zeigten dabei, dass es neben dem alterungsbedingten
Seneszenz-Assoziierten-Sekretom-Phänotyp (SASP) auch einen SASP zu geben scheint, der
speziell in kalzifizierenden VSMCs gefunden werden kann (Burton et al. [48], Nakano-Kurimoto
et al. [325]). Wie bereits erwähnt, konnte bei Seneszenz eine verstärkte Expression von Genen
beobachtet werden, die mit osteoblastärer Differenzierung einhergehen: Runx-2, ALP, Typ I Kol-
lagen, Osteopontin, und auch BMP-2. in den kalzifzierenden VSMCs kam es außerdem zu einer
verminderten Expression von Matrixglaprotein und es wurde eine Beeinflussung von inflamma-
torischen Genprodukten wie Interleukin-1β, IL-8, Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1),
Indoleamin 2,3-Dioxygenase (IDO) und weiteren, sowie Gewebe modellierende Faktoren wie
dem Vascular endothelial growth factor (VEGF, VEGFβ), oder der Matrixmetalloproteinase 14
festgestellt (Burton et al. [48]). Dies lässt darauf schließen, dass in kalzifizierenden Geweben ein
Mikromilieu entsteht, das die zellulären Differenzierungsprozesse weiter beeinflusst.
Noch weit umfangreicher als bei den VSMCs war in den letzten Jahren der Informationszuwachs
über das Sekretom von mesenchymalen Stromazellen.
Seit MSCs 1968 zuerst beschrieben wurden (Friedenstein et al. [127]), haben zahlreiche Arbeiten
diesen Zellen ein enormes Potential durch regenerative Eigenschaften zugeschrieben (Bautch
[28]). Mittlerweile sind diese Effekte näher untersucht und charakterisiert worden; dabei zeigte
sich, dass MSCs vor allem immunmodulatorische Fähigkeiten besitzen. Sie supprimieren sowohl
die Lymphozytenproliferation als auch deren Aktivierung in Antwort auf allogene Antigene
(Djouad et al. [97]). Darüberhinaus können MSC die Entwicklung von regulatorischen T-Zellen
induzieren, die dann die allogene Lymphozytenantwort unterdrücken . Sie verhindern auch die
Differenzierung von Monozyten und CD34+ Vorläuferzellen in antigenpräsentierende dendriti-
sche Zellen (Djouad et al. [95]). T-Zellen, die in der Gegenwart von MSCs stimuliert wurden,
zeigten als Resultat einer Cyclin-D2-Verminderung einen Arrest in der G1-Phase (Glennie et al.
[134]), und NK-Zellen wurden durch MSC in ihrer Proliferation nach IL-2 oder IL-15-Stimulation
gehindert (Sotiropoulou et al. [448], Spaggiari et al. [449]). Ebenso veränderten die mesenchymalen
Stromazellen das Wachstum von B-Zellen, ihre Aktivierung, die IgG-Sezernierung, Differenzie-
rungsprozesse und Antikörperproduktion und chemotaktische Reaktionen (Aronin et al. [361]).
MSCs scheinen bei allogener Transplantationen einer Immunantwort zu entgehen (Patel et al.
[354]), darüber hinaus exprimieren sie keine HLA-II Antigene und lösen keinen Anstieg der
Lymphozytenanzahl nach Transplantation aus (Le Blanc et al. [255]).
Weiterhin können mesenchmale Stromazellen lösliche Faktoren sekretieren, wie etwa HGF
(Hepathocyte growth factor), TGF-β1, IL-10, Prostaglandin E2 (PGE2) oder Kynurenin (Jiang
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et al. [194]), und ebenso können sie die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie
IFNγ oder TNFα durch zytotoxische T-Zellen herunter regulieren oder die Expression von
antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10 verstärken (Aggarwal et al. [5]).
Ihre Fähigkeit, mithilfe der Sekretion von regulatorischen Molekülen eine Toleranznische zu
erschaffen, um dem Immunsystem zu entgehen, macht MSCs zu attraktiven therapeutischen
Kandidaten um die Entzündungsreaktion bei Infektionen und Verletzungen zu regulieren. Im
Tiermodell konnte der immunmodulatorische Effekt bereits für Myokardschäden (Ohnishi et
al. [338], [339], [340]), renale Ischämie- und Reperfusionsschäden (Semedo et al. [426]), Leber-
versagen (Parekkadan et al. [348]), autoimmune Enzephalomyelitis (Gerdoni et al. [130]) oder
Brandwunden (Rasulov et al. [386]) gezeigt werden.
In der humanen Anwendung werden MSCs bei Sepsis (Tyndall et al. [487]), Nierentransplanta-
tion (Tan et al. [466], Graft-versus-Host-Reaktion (GvHR) (Ringden et al. [391]), Crop et al. [80],
Peng et al. [357]), Herzinfarkt und anderen Herzschäden (Lopes et al. [274], Menasche et al. [303]),
Multiple Sklerose (Yamout et al. [531]) sowie einigen weiteren Erkrankungen eingesetzt (siehe
Abbildung 5.2.3).
Inwieweit auch in Anwendungen, in denen es primär um die Regeneration von geschädigtem
Gewebe durch die MSCs selbst geht, förderliche parakrine Effekte der MSCs gibt und welche
Wirkung diese Effekte im Vergleich zur Differenzierung der Zellen selbst haben, ist bislang noch
nicht quantifiziert. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass beides von Bedeutung ist (Miteva et al.
[308], Murphy et al. [321]). Nachgewiesen sind schützende parakrine Effekt beispielsweise für
Kardiomyozyten (Xiang et al., [526], Bader et al. [18]) und das vaskuläre System (Tang et al [467]).
Weitere Studien dienen derzeit der genaueren Untersuchung von möglichen parakrinen und
direkten zellulären Effekten28 (Ranganath et al. [383]).

Abbildung 5.2.3: Einsatz von MSCs in klinischen Studien

Geschätze prozentuale Verwendung von mesenchymalen Stammzellen in klinischen Studien, Stand
2013

Da in dem hier verwendeten System eine immunmodulatorische Regulation, die über B- oder
T-Zellen verlaufen wäre, ausgeschlossen werden konnte, weil diese Zellen nicht eingesetzt
wurden, dürfte der beobachtete Effekt nur direkt durch MSCs oder VSMCs induziert worden
sein. Auch konnte ausgeschlossen werden, dass der Unterschied der Verkalkung durch eine
unterschiedliche Konzentration an Phosphat oder Kalzium ausgelöst worden war, da beide Zell-
typen das gleiche Medium erhielten. Da die Beeinflussung durch Matrixvesikel den Unterschied
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zwischen den beiden Zelltypen auch nicht erklären konnte, blieben als Möglichkeiten, dass die
MSCs mehr Faktoren sezernierten, die inhibierend auf die Verkalkung wirkten oder die VSMCs
auch unter Rapamycin mehr Faktoren ausschütteten, die die Differenzierung förderten.
Die Liste an Faktoren, die von MSCs sezerniert werden können, ist bereits lang und wird ständig
ergänzt. Eine grobe Übersicht bietet die Tabelle in Abschnitt 8.2. Bei der Untersuchung dieser
Peptide und Proteine sind jedoch prinzipiell zwei Dinge zu beachten: Nahezu alle Sekretomana-
lysen, die bislang entstanden sind, wurden an Zellen durchgeführt, die zuvor isoliert und in
vitro gehalten wurden. Die Kultivierung von primären Zellen ist jedoch mit einer Veränderung
ihres Phänotyps assoziiert, der durch die Prozedur der Zellgewinnung und artifizielle Kulturbe-
dingungen bedingt ist. So führen beispielsweise Proteasen, die eingesetzt werden, um VSMCs
von der Arterienwand zu lösen, zu einem Zusammenbruch der Zell-Zell- beziehungsweise
Zell-extrazellulären Matrix-Interaktion. Dies führt dazu, dass beim Aussetzung und Kultivie-
ren von Zellen die Expression von Adhäsionsmolekülen und Neusynthese von extrazellulärer
Matrix induziert wird. Inwieweit diese Beeinflussung Auswirkungen auf die intrazelluläre
Signaltransduktion hat, ist unklar, und ob das Sekretom dadurch nachhaltig verändert wurde,
bislang nicht analysiert.
Eine zweite Veränderung, die durch in vitro Arbeiten häufig nicht abgedeckt wird, ist, dass
MSCs ihr Sekretom an die Umgebungssituation anpassen können. Bei den Untersuchungen
zum Einsatz der Zellen bei neuronalen Schäden und neurodegenerativen Erkrankungen wie
Morbus Alzheimer, Morbus Parkinson oder Morbus Huntington wurde nicht nur nachgewiesen,
dass MSCs BDNF (brain-derived neutrophic factor), NGF (nerve growth factor), VEGF (vascular
endothelial growth factor) oder HGF (hepatocyte growth factor) exprimieren, sondern auch,
dass die Produktion dieser Faktoren ansteigt, wenn die Zellen mit geschädigtem Nervengewebe
in Kontakt kommen (Chen et al. [60]). Trotz dieser Einschränkungen liefert die Sekretomanalyse
einen ungefähren Einblick in das Spektrum der möglichen parakrinen Zelleffekte.
Zu den Proteinen, die von MSCs freigesetzt werden und wichtig für den Aufbau der extrazellulä-
ren Matrix, für strukturelle Belange oder den Aufbau einer glatten Muskelschicht sind, gehören
Aktin, Laminin, Cadherin, Kollagene, Extra cellular matrix protein 1 (ECM1), und Tubulin.
Proteine, die Kalzium binden können, wie Calmodulin, Fibulin 1 (FBLN1) und Osteonectin
(SPARC1) werden ebenso sezerniert wie anti-koagulatorische Faktoren (Annexin oder Dedicator
of cytokinesis 8, 10 (DOCK8, 10)). Für die Inhibition der Proliferation von Zellen der Gefäßmedia
und Beeinflussung der zellulären Differenzierung dürften neben diesen Proteinen vor allem
Wachstumsfaktoren und Proteine, die den Zellzyklus beeinflussen, Bedeutung haben. Dazu
zählen Tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP), Eukaryotic translation elongation factor
1 gamma (EEF1G) und Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like 1 (HNRPCL1) sowie
Proteine, die die Genregulation steuern (BMPs, TGF und weitere). MSCs sind in der Lage,
Autophagie zu bestärken, indem sie lysosomale Proteine wie Chitobiase (CTBS) und Cathepsin
B freisetzen - eine Eigenschaft, die der Kalzifizierung entgegenwirkt. Darüberhinaus können
sie durch die Freisetzung des Fas-Liganden und das Protein Acidic nuclear phosphoprotein 32
(ANP32B), das Caspase 3 inhibiert, die Apoptose beeinflussen. Zusätzlich zur Absonderung von
Peptiden und Proteinen können MSCs auch Exosomen sekretieren, die prä-miRNA enthalten
können (Chen et al. [59]). Diese Nano- und Mikrovesikel haben einen Durchmesser von 70 bis
100 nm und enhalten RNAs von weniger als 300 Nukleotiden Länge mit einer enormen Vielzahl
an Zielgenen (Zhang et al. [546], Fellenberg et al. [116], Wang et al. [509]).
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Besonders bedeutsam für die Regulation von Abläufen, die zur kalzifizierenden Vaskulopa-
thie beitragen könnte dabei sein, dass eine ganze Reihe der von MSCs sezernierten Vesikel
mikroRNAs gegen Apoptose enthielten (Lima et al. [267]). So konnte Cimmino et al. [70] zeigen,
dass miR15 und miR16 die Apoptose hoch regulieren, indem sie posttranskriptional auf Bcl-2
wirken. Beide mikroRNAs werden offensichtlich von MSCs freigesetzt, ebenso wie miR210
(Chen et al. [59]), eine hypoxieinduzierte mikroRNA, die Caspasen inhibiert (Kulshreshtha et al.
[239]). Letztere könnte von besonderer Bedeutung sein, da ihre Expression durch MSCs bereits
therapeutisch genutzt wurde (Hu et al. [171]).
Zusätzlich zur Apoptose wird auch Autophagie durch mikroRNAs reguliert (Kowarsch et al.
[229]), wobei mehrere Nucleotidsequenzen bereits auch in MSCs identifiziert wurden, die diesen
Mechanismus fördern, darunter miR30A, miR18A und miR155 (Qased et al. [375], Yu et al. [541],
Du et al. [101]). Neben der Beeinflussung von Prozessen, die Bedeutung bei der Regulation
des Zellschicksals haben, wurde mittlerweile eine lange Liste an mikroRNAs identifiziert, die
direkten Einfluss auf die osteoblastäre Differenzierung haben. Neben einigen mikroRNAs, die
diesen Prozess verstärken, haben zahlreiche Arbeiten auch inhibierende Nukleotidsequenzen
ausfindig gemacht (siehe Review Lakshmipathy et al. [246] und nachfolgende Tabelle).

Tabelle 5.1: MikroRNAs, die osteoblastäre Differenzierung beeinflussen

mikroRNA Zielprotein Literaturverweis

miR125b ERBB2 Mizuno et al. [310]

miR133
Runx2, Smad5 Li et al. [263]

miR135

miR206 Connexin 43 Inose et al. [182]

miR204

Runx

Huang et al. [173]
miR211 Hassan et al. [159]
miR204 Tome et al. [484]
miR23a Li et al. [263]
miR3077 Liao et al. [266]

miR27a
GCA/PEX7/APL Schoolmeester et al. [423]

miR489

miR26a Smad1 Luzi et al. [280]

Es wurde bislang weder untersucht, ob die Expression der mikroRNAs durch die Behandlung
mit Rapamycin beeinflusst wird oder inwieweit das mTOR-Netzwerk auf ihre Sekretion ein-
wirkt. Daher kann bei den hier erhobenen Daten über die Beteiligung einzelner mikroRNAs
lediglich spekuliert werden. Auch sind die Regulationsmechanismen vieler Abläufe noch nicht
aufgedeckt, und es ist unklar, wie groß der Einfluss einzelner Nukleotide im Vergleich zu
anderen ist.
Welche Faktoren und mikroRNAs die MSCs im hier verwendeten Zellkulturmodell absonderten,
konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklärt werden. Die Bedeutung des MSC-Sekretoms
und -Exosoms sollte jedoch deshalb nicht vernachlässigt werden. Da bereits kurz nach der
eigentlichen Entdeckung der mikroRNAs Methoden etabliert wurden, diese therapeutisch anzu-
wenden, könnte die gezielte Manipulation der Exosomen-Zusammensetzung die Möglichkeiten
der MSC-Nutzung erweitern und die Nutzung der parakrinen Effekte verstärken.
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5.3 Mögliche therapeutische Nutzung der mTOR-Modulation

5.3.1 Modulation von mTOR zur Inhibition von Kalzifizierung

Der Einsatz von Rapamycin hatte die Balance der beiden Arme des mTOR-Komplexes zu-
gunsten mTORC2 verschoben und den Schwerpunkt von Seneszenz und Apoptose hin zu
Autophagie verlagert. Dies hatte das intrinsische Potential der MSCs unterstützt und ihre
benefizielle Wirkung auf die Differenzierung der glatten Gefäßmuskelzellen verstärkt.
Bei direkter Nutzung dieses Effekts durch Behandlung des Patienten mit Rapamycin wäre die
Supprimierung des Immunsystems eine unerwünschte, gravierende Nebenwirkung.
Alternativ ist jedoch eine Vorbehandlung der MSCs und ihre darauffolgende Anwendung prinzi-
piell möglich. Hierbei besteht allerdings das Problem, dass die Zellen bei intravenöser Injektion
durch die Blutbahn in die Lunge transportiert werden und kleine Kapillaren blockieren können.
Dabei siedeln sie sich entweder direkt im Lungengewebe an oder sterben ab. Selbiges Problem
besteht bei intra-arteriell Applikation, dabei kann es jedoch zum Verschluss von Kapillaren
anderer Organe durch MSCs kommen. Etwas erfolgreicher ist die direkte Injektion der Zellen
an den Ort der Schädigung - etwa intra-renal oder intra-myokardial (Kunter et al. [243], [242]).
Dennoch haben Nachweisexperimente auch bei diesen Anwendungen eine relativ geringes
Überleben der Zellen im betroffenen Gewebe gezeigt (Toma et al. [483]).
Darüber hinaus besteht die Gefahr einer fibrotischen Fehldifferenzierung und Tumorzellen-
wachstum (Wu et al. [521], Tolar et al. [482], Breitbach et al. [40]). Letzteres könnte durch Entartung
der MSCs selbst oder durch Unterstützung des Wachstums von anderen, körpereigenen Tumor-
zellen geschehen. Auch stellt sich die Frage, wie lange eine Vorbehandlung überhaupt Einfluss
auf die MSCs haben kann und ob der Aufwand und die hierbei entstehenden Kosten durch
einen nützlichen Effekt gerechtfertigt sind.
Etwas langanhaltender dürften permanente Veränderung der MSCs durch molekularbiologische
Methoden auf Genebene sein, doch auch hier kann eine ungewollte Fehldifferenzierung nicht
ausgeschlossen und die dauerhaften Auswirkungen der Genmanipulation nicht abgesehen
werden.
Gerade bei Hämodialysepatienten, die im Durchschnitt dreimal wöchentlich vier Stunden an
ein extrakorporales Filtersystem angeschlossen werden, könnte aber eine weitere Möglichkeit
bestehen, den parakrinen Effekt der MSCs zu nutzen.
Denkbar wäre die Entwicklung eines zellbesiedelten Kompartiments, ähnlich einer mikroflui-
dalen Fließkammer (Khan et al. [215]). Eine Funktionseinheit, in der sich MSCs befinden und
die von Körperflüssigkeiten wie Blut durchströmt wird, ohne dass die MSCs in den Patienten
gelangen. Lediglich von MSCs freigesetzte Faktoren könnten aus der Einheit gelangen und im
Patienten effektiv werden (siehe Abbildung 5.3.1).
Hierbei wäre auch eine Vorbehandlung der MSCs mit Medikamenten, die einen temporären
Effekt haben, oder die genetische Manipulation denkbar, ohne den Patienten zu gefährden. Wie
bereits in Tiermodellen angewendet (Heymans et al. [164]), könnten so genetisch modifizierte
MSCs genutzt werden, um beispielsweise selektierte mikroRNAs in größerer Menge von den
Zellen absondern zu lassen.
Da die Patienten bereits über einen vaskulären Zugang verfügen und zwecks einer regelmäßig
stattfindenden Behandlung mehrfach wöchentlich für mehrere Stunden an eine Maschine an-
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geschlossen werden müssen, könnte zumindest für diese Patientengruppe ein möglicherweise
ungefährliches Verfahren entwickelt werden.
Durch den intensiven Kontakt der Zellen mit der individuellen Zusammensetzung von Gift-
und Schadstoffen im Blut des Patienten könnte hier außerdem die Chance bestehen, dass die
Zellen ihre Fähigkeiten den Bedürfnissen anpassen oder ihre Kapazität verstärkt wird, wie es
bereits in anderem Kontext gezeigt werden konnte (Chen et al. [60]).
In einer neuen Art eines blutdurchflossenem Bioreaktors könnte eine Behandlung der Patienten
mit MSCs erfolgen, ohne dass diese injiziert werden zu müssten. Dabei wäre mittels der Dialyse
eine wiederholte, regelmäßige Anwendung des Verfahrens unter ärztlicher Aufsicht möglich.

Abbildung 5.3.1: Hypothetischer Aufbau einer MSC-unterstützen Dialyseein-
heit

Prinzipielle Komponenten der Funktionseinheit umfassen die typischen Dialyse-relevanten Bestand-
teile für Drucküberwachung, Regelung der Fließgeschwindigkeit, Möglichkeiten für die Gabe von
Medikamenten, Filtersystem und Luftblasenentfernung beziehungsweise Entfernung von Blutklümp-
chen. Darüber hinaus könnte ein optional hinzu schaltbare Filtereinheit, die blutdurchflossen ist und
in der MSCs angesiedelt wurden, den Zellen die Möglichkeit geben, ihre intrinsischen Fähigkeiten zu
entfalten. Dargestellt ist hier ein Bioreaktor wie er von Stem Cell Systems GmbH29 vertrieben wird
und in klinischem Einsatz ist.

Da für Dialysepatienten eine der größten Bedrohungen in der kalzifizierenden Vaskulopathie
liegt, könnte bei einer Vorbehandlung der Zellen mit einer Substanz wie Rapamycin außerdem
die temporäre Aktivierung des mTORC2-Armes genutzt werden, um die protektiven Effekte
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der MSCs zu unterstützen. Sollten weitere Untersuchungen zudem bestätigen, dass die Abson-
derung von mikroRNAs durch diese Behandlung verstärkt wird, könnte die Identifizierung der
Nukleotidsequenzen eine weitere Option für eine gezielte Intervention und mTOR-Modifikation
bieten.
Für die Etablierung eines Bioreaktors und seine therapeutische Nutzung müssten zuvor Her-
kunft und Charakterisierung, Aufbewahrung und Verwendungsdauer der Zellen geklärt wer-
den. Dennoch könnte für die stetig wachsende Gruppe von Betroffenen ein solches Verfahren
eine neue Chance auf ein Leben mit weniger Behinderung, mehr Selbstständigkeit und mehr
Lebensqualität darstellen. Die Erhaltung oder Wiederherstellung der Gefäßintegrität in den
zu behandelten Patienten würde zu einer Abnahme gravierender Gefäßerkrankungen und
deren Folgeproblemen führen, Komplikationen minimieren und den Pflegebedarf der Patienten
reduzieren. Dies würde eine Senkung der Kosten nach sich ziehen.

5.3.2 Modulation von mTOR zur Verstärkung von Kalzifizierungsprozessen

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung des mTOR-Netzwerks für kalzifizierende Prozesse in
Stromazellen zu charakterisieren, sowie zu analysieren, ob eine Modifikation des Netzwerks
eine therapeutische Option darstellen könnte um arteriosklerotische Veränderungen der Ge-
fäßwand zu beeinflussen. Im Wesentlichen wurde dabei eine Bedeutung von mTORC1 für die
Differenzierung von MSCs zu Osteoblasten und ihre nachfolgende Kalzifizierung sowie eine
Inhibierung dieser Prozesse durch die Aktivierung von mTORC2 nachgewiesen.
Diese Erkenntnisse bieten neben der Chance auf eine therapeutische Anwendung zur Behand-
lung der kalzifizierenden Vaskulopathie noch einen weiteren Aspekt, der in einem anderen
Zusammenhang bedeutsam sein könnte, nämlich der Induktion von Knochenbildung durch
Modifikation des mTOR-Netzwerks. Während dieser Prozess für das Gefäßsystem pathologi-
sche Folge hätte, könnte er in Osteoporosepatienten genutzt werden, um die Regeneration von
Knochenbrüchen zu verstärken.
Hier wäre bei der lokalen Applikation von MSCs im Rahmen einer implantierten Knochenun-
terstützung eine Induktion von Osteoblastendifferenzierung vorteilhaft.
Denkbar wäre hier zunächst der Einsatz von Rapamycin, der sich als höchst effektiv für den
Schutz des regenerativen MSC-Potentials erwiesen hat (Gharibi et al. [131]). So hatten Zellen,
die mit dem mTORC1-Inhibitor inkubiert und expandiert wurden, eine höhere osteoblastäres
Differenzierungskapazität, wenn anschließend ohne Rapamycin die Differenzierung induziert
wurde. Dies könnte hilfreich sein, wenn es um die Expansion von MSCs zur autologen Trans-
plantation geht, einem Prozess, der für die Zellen aufgrund der Entnahmeprozedur und der in
vitro-Kultivierung stressreich ist. Die gezielte Modulation des mTOR-Netzwerks könnte hierbei
helfen, Seneszenz- und Apoptoseprozesse zu vermindern, Autophagie aufrecht zu erhalten und
das endogene, parakrine Potential der MSCs zu schützen.
Des Weiteren wäre eine nach der Expansion der Zellen, die Behandlung der MSCs mit Wachs-
tumsfaktoren wie FGF-2 oder PDGF-BB denkbar, die auch mit einer Blockade der AKT-Aktivität
durch beispielsweise eine pharmakologische Behandlung mit MK2206 kombinierbar wäre. Diese
Intervention könnte während der Expansion der Zellen vor ihrer Implantation in den Patienten-
knochen erfolgen und so die Grundlage für eine aktivierte Osteoblastendifferenzierung und ein
verstärktes Regenerationspotential des Knochens bilden.
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Diese beiden hier vorgestellten Therapieansätze vergegenwärtigen die weitreichende Beeinflus-
sung des zellulären Schicksals durch das mTOR-Netzwerk. Die differenzierte Analyse seiner
Funktion und eine präzise und sorgfältig gewählte Modifikation ermöglichen einflussreiche
und sehr unterschiedliche therapeutische Anwendungen.
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6 Zusammenfassung

Obwohl Herz-Kreislauf-Erkrankungen (CVD) die häufigste Todesursache weltweit darstellen,
fehlen trotz intensiven Bemühungen durchgreifende Behandlungskonzepte und überzeugende
Präventionsstrategien. Ziel dieser Arbeit war es, die zugrunde liegenden Mechanismen der
vaskulären Kalzifizierung, eine der wichtigsten Ursachen für CVD, zu analysieren und eine
therapeutische Option auszuarbeiten. Um den fehlgeleiteten Prozess der extraossären Kalzi-
fizierung in der Gefäßwand zu ergründen, wurde in einem in vitro Modell untersucht, wie
Programme kontrolliert werden, welche die Differenzierung und Entwicklung von humanen
Vorläuferzellen des vaskulären Systems steuern.
Als potente und zentrale Regulationseinheit der Zelle um auf Stress, Wachstumsfaktoren und
Nährstoffe zu reagieren wurde das mTOR-Netzwerk mit seinen beiden strukturell und funktio-
nell verschiedenen Multiproteinkomplexen für die steuernden Befehle in Betracht gezogen und
zur Beeinflussung der Prozesse anvisiert.
Rapamycin diente der gezielten pharmakologischen Modulation des Netzwerks während der
osteoblastären Differenzierung, die ebenso wie die Menge der Kalziumablagerung, die Aktivität
der mTOR-Komplexe und die der Zellschicksalsprogramme während des 21-tägigen Prozesses
der Kalzifizierung kontinuierlich analysiert wurden. Die Blockade von mTORC1 offenbarte eine
zentrale Rolle von mTORC2 für die Induktion protektiver Zellprogramme, die durch den Einsatz
eines pharmakologischen Inhibitors und durch genetischen Knockout bestätigt wurde. Der
benefizielle Einfluss der mTORC2-Aktivität auf die zellulären Prozesse der Gefäßwand konnte
in-vivo durch die Behandlung von Mäusen mit Rapamycin über 37 Tage mit anschließender
immunohistologischer Untersuchung der Aorten bestätigt werden. In einem Medium-Transfer-
Modell wurde außerdem der durch Rapamycin ausgelöste günstige parakrine Effekt von MSCs
auf glatte Muskelzellen bei osteoblastärer Differenzierung untersucht.
Die Modulation des mTOR-Netzwerks führte über die Induktion von Autophagie und Ver-
minderung von Seneszenz und Apoptoseprozessen zu einer Reduktion der Kalzifizierung, die
durch gezielte Inaktivierung des mTOR-Komplexes 2 verhindert werden konnte.
Die Kontrolle der mTORC1-Aktivität zusammen mit einer Verstärkung der mTORC2-Funktionen
bietet die Möglichkeit, schützende Zellprogramme und endogene parakrine Effekte für die
Behandlung fortschreitender Arteriosklerose einzusetzen.
Außerdem konnte festgestellt werden, dass die Modulation des mTOR-Netzwerks das zelleigene
regenerative Potential schützt, was, ebenso wie die gezielte Aktivierung von mTORC1, bedeut-
sam für die spezifische Induktion von Knochenbildung im Rahmen einer lokalen Therapie zur
Knochenregeneration bei Osteoporosefrakturen sein könnte.
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7 Summary

Cardiovascular disease (CVD) is the most prominent contributor to global mortality and con-
cepts for treatment as well as compelling prevention strategies are missing. In our study, we
provide new insights in the underlying processes for vascular calcification, one basic pillar of
CVD, by analysing cell fate programs and their regulation in human cells involved in vascular
biology.
Accelerated calcifying arteriosclerosis features osteoblastic transformation of vascular smooth
muscle cells (VSMCs) and their progenitors, mesenchymal stromal cells (MSCs). Targeting
signaling pathways controlling cell differentiation could shift maladaptive cell fate programs
towards protective and prevent from vascular calcification. mTOR kinase contained in two
functionally and structurally distinct multiprotein complexes mTORC1 and mTORC2 integrates
extracellular stimuli into cell differentiation and growth responses. We hypothesize distinct
roles for mTORC1 and mTORC2 in regulation of cell fate programs in a temporally controlled
sequence.
Rapamycin served for pharmacologic mTOR targeting during osteoblastic differentiation of
MSCs. Matrix calcium deposition, mTORC1 and mTORC2 targets, and cell fate programs were
followed for 21 days. Central role of mTORC2 in induction of protective cell fate programs was
determined by AKT blockade, genetic disruption of mTORC2 function and autophagy inhibition.
Beneficial Effects of mTORC2 acitivation on vascular cells induced by mTORC1 blockade were
confirmed in vivo by low dose-rapamycin injection into mice and immunohistochemical analysis
of aortas after 37 days treatment. Paracrine effects of rapamycin conditioned MSCs on VSMCs
undergoing osteoblastic transformation were assessed by medium transfer.
Attenuation of mTORC1 and activation of mTORC2 downstream signaling effectors inhibited
calcification via induction of autophagy and down-regulation of proteins mediating apoptosis
and cell senescence. Negative interference with mTORC2 function or autophagy disrupted
protective programs via induction of apoptosis and cell senescence. Secretome of rapamycin
conditioned MSCs mitigated osteoblastic transformation of VSMCs.
Control of mTORC1 activation together with enhancement of mTORC2 function leads to in-
duction of autophagy and maintenance of protective cell fate programs during osteoblastic
transformation. Regenerative approaches aiming to translate our findings hold promise for
treatment of accelerated arteriosclerosis.
Furthermore, modulation of the mTOR signalling protects the endogenous regeneration capacity
of osteoblast precursor cells and provides new options for specific induction of bone formation
in osteoporosis.
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8.1 Detaillierte Übersichtskarte des mTOR-Netzwerks

Abbildung 8.1.1: Das Netzwerk rund um mTOR

Diese Grafik gibt in Anlehnung an Laplante et al. [250] die wichtigsten, bislang erforschten Funktio-
nen und Zusammenhänge des mTOR-Netzwerks wieder, wobei mTORC1 hier im Fokus steht. Die
Auswirkung der einzelnen Prozesse sind grob zusammengefasst und gelb hinterlegt.
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8.2 Sekretomanalyse von MSCs

Die folgende Tabelle beruht auf Daten der Paper von Parekkadan et al. und Sze et al. ([348], [462])
und gibt einige der identifizierten Proteine des MSCs Sekretoms und ihre Funktionen wieder.

Bezeichnung Bedeutung, Funktion

Activin A führt zu FSH Biosynthese und Sekretion
ADAM11 Metalloprotease, Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktionen, Muskelentwick-

lung und Neurogenese
Adiponectin Metabolische und hormonelle Prozesse
Agrin Neuromusuläre Vernetzung
ALCAM Immunglobulin Receptor, Zelladhäsion
Angiogenin Mediator für Blutgefäßneubildung
Angiopoietin Gefäßentwicklung, Angiogenese
ANP32B Überlebensfaktor, Zellzyklus, Anti-Apoptoseprotein, inhibiert Caspase 3
Annexine Kalzium abhäniges Phospholipid Bindeprotein, spannungsabhängige

Kalziumkanal Aktivität
β2-Mikroglolubin Serumprotein und Oberflächenprotein, assoziiert mit MHC I
BDNF Mitglied der Nervenwachstumsfaktor
BMP1,4,5,6,7, Knochenbildung, Entwicklung
Calmodulin Kalziumbindeprotein, Phosphorylase Kinase
Chemokinliganden Immunoregulatorische und Infammatorische Prozesse
CD44 Oberflächenprotein, Zell-Zellkontakte, Zelladhäsion, Migration
CD109 Glykoprotein der Zelloberfläche, bindet und inhibiert TGF-β-

Signaltransduktion
Cadherin Kalzium-abhängige Zell-Zell Adhäsion
CNTF Neurotransmittersynthese und Neuriten Wachstum
CSF1,2,3 Differenzierung und Funktion von Makrophagen
Cystatin Superfamilie Cystein Protease Inhibitoren
CTBS Abbau von Oligosacchariden
Cathepsin B Lysosomale Cystein Proteinase
CXCL 1,5,9,10,12,13,16 Chemokine, Immunomodulatorische Wirkung
CYR61 Zelladhäsion, Proliferation, Angiogenese, Apoptose, Extrazelluläre Ma-

trixbildung
DOCK8,10 Rho GTPase Austausch Faktoren
ECM1 Lösliches Struktur und Matrixprotein, Knochenbildung, Angiogenese,

Hautintegrität
EEF1G Translationsfaktor
EGF Wachstum, Proliferation, Differenzierung
Enolase Wachstumskontrolle, Hypoxietoleranz, Allergische Reaktionen
FasL Ligand für FAS, Apoptose
Fibulin Extrazelluläre Matrix
FGF-2,4,6,7,9,17 Wundheilung, Wachstum, Differenzierung
FGFR FGF-Rezeptoren
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8.2 Sekretomanalyse von MSCs

Bezeichnung Bedeutung, Funktion

Filamin A Filamentprotein, bindet Aktin an Glykoproteine
Fibronectin Zelladhäsion, Migration, Embryogenese, Wundheilung, Blutgerin-

nung
GDNF verhindert Apopose von Neuronen, Neurotrophischer Faktor
GLRX Reguliert den Glutathionylierungsstatus von Signalmolekühlen
Golgin Golgiapparatprotein
GOLPH2 Golgiapparatprotein
Gelsolin Stabilisiert Aktin
GSTP1 Detoxifikation
HGF Zellwachstum, Zellbewegung, Morphogenese, Angiogenese
HNRPCL1 RNA and Nukleotidbindung
Hitzeschockproteine Chaperone
IFNγ antiviral, immunoregulatorische Wirkung
IGF-1 Glycogen- und Glucosehaushalt
IGFBP1,2,4,5,6,7, Regulation für IGF Verfügbarkeit
IL-1,2,3,6,7,8,9,10,12,13,16 Immunregulation
Kollagen 1,3,4,5,6,11,12,16 Strukturproteine
Laminine Extrazelluläre Matrix, Zelladhäsion, Differenzierung, Migration, Si-

gnaltransduktion
Leptin Regulation von Energiehaushalt, Immunsystem, Angiogenese, Wund-

heilung, Hematopoiese
Lectine Modulation von Zell-Zell- und Zell-Matrix Interaktionen
LIF Immunomodulation, Hematopoiese, Neuronale Zelldifferenzierung
Lamin A Matrixprotein
LOX Extrazelluläres Kupferenzym, Vernetzung von Kollagen und Elastin
LTBP1 Bindet TGF-β und vernetzt es an die extrazelluläre Matrix
Lumicane Proteoglykanfamilie, Extrazelluläre Matrix
MDH2 Mitochondriale Dehydrogenase
MIF Immunregulation, anti-inflammatorische Wirkung
MMP1,3,9,10,13 Kollagenasen, ECM-Abbau und Umbau
MRC2 Mannose Receptor, Extrazelluläre Matrix
MYH11 Myosin glatter Muskelzellen
Nucleolin Ribosomensynthese
NPM1 Regulation des ARF/p53 Signalwegs
PAI1 Protein und mRNA Bindung
PBP Guanidin-Nukleotid-Austauschfaktor
PCOLCE Prokollagene
PDGF-BB Proliferation, Migration, Überleben, Chemotaxis
PDGFRB Proliferation, Migration, Überleben, Chemotaxis
PLEC Zytoskelett
PRDX antioxidative Wirkung
PSAP Lysosomale Funktionen
PSME Proteasomale Funktion
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Bezeichnung Bedeutung, Funktion

PTK7 Rezeptor Protein Tyrosine Kinase Familie
QSCN6 Wachstumsregulation
RTN4 Membrantransport, Endoplasmatisches Reticulum
S100A11 Kalziumbindeprotein, Zellzyklusregulation
SCF Ubiquitinylierung
SH3BGRL3 Elektronentransport, Disulfidreductase
SOD1 Abbau von Superoxid-Radikalen
SPARC1 Extrazelluläre Matrix, Knochenaufbau
SPTBN1 Gerüstprotein
STC2 Kalzium- und Phosphattransport
SVEP1 Chromatin- und Kalziumbindeprotein
TAGLN2 Marker von glatten Muskelzellen
TGF-β1 Signaltransduktion, Proliferation, Differenzierung, Entwicklung
TGFBR Serin-Threonin Proteinkinase, Signaltransduktion
THBS1 Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktion
THPO Plättchenproduktion
TIMP1,2,3,4, MMP-Inhibitor
TMSB4X Aktin-Polimerisation
TNF Zellwachstum, Differenzierung, Apoptose, Koagulation
TP11,TPM4 Aktin-Stabilisierung
Tubulin Zytoskelett
TXN Redox-Reaktionen
TXNRD Nukleotid-Oxidoreduktase
UBE2I Ubiquitinylierung
UFM1 Ubiquitinylierung
URB Zelladhäsion, Matrixaufbau
VEGF Blutgefäßbildung
XCL1 Inflammatorische, Immunmodulatorische Funktion
YWHAZ Insulinsensitivität

146



8.3 Plasmidkarten

8.3 Plasmidkarten

8.3.1 pLKO1-shRNA-Vektoren

scramble, RaptorI, RaptorII, Rictor I, Rictor II (Addgene #1864, #1857, #1858, #1853, #1854)

8.3.2 pSuperRetro-Vektor

(Addgene #11189)
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8.3.3 pLVTH-Vektor

(Addgene #12262)

8.3.4 pCMV-δR8.2

(Addgene #12263)
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8.3 Plasmidkarten

8.3.5 pMD.2G-VSVg

(Addgene #12259)

8.3.6 psPAX2

(Addgene #12260)
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8.4 Plasmidsequenzen für shRNA Expression

• shRNA scramble Sequenz:

Sense: 5’CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCGCTCGAGCGAGGGCGACTTAACCTTAGG3’

Antisense: 5’GGATTCCAATTCAGCGGGAGCGAGCTCGCTCCCGCTGAATTGGAATCC3’

• shRNA Rictor I (Addgene Plasmid 1853)

Sense: 5’CCGGTACTTG TGAAGAATCG TATCTTCTCG AGAAGATACG
ATTCTTCACA AGTTTTTTG3’

Antisense: 5’AATTCAAAAA ACTTGTGAAG AATCGTATCT TCTCGAGAAG
ATACGATTCT TCACAAGTA3’

• shRNA Rictor II (Addgene Plasmid 1854)

Sense: 5’CGGG CAGCCT TGAAC TGTTTAAC TTCCTGTC ATTAAACAG
TTCAAGGCT GCTTTTTG3’

Antisense: 5’AATTCAAAA AGCAGCCTT GAACTGT TTAATGAC AGGAAGTT
AAACAGTTC AAGGCTGC3’

8.5 Bakterien

Sämtliche Arbeiten mit Bakterien wurden mit Escherichia coli (E.coli) entsprechend der Richtlinien
für GVOs (Genetisch Veränderte Organismen) durchgeführt, dabei wurden folgende Stämme
eingesetzt:

• E.coli DH5α, die sich durch folgenden Genotyp auszeichnen:
fhuA2 ∆(argF-lacZ)U169 phoA glnV44 Φ80 ∆(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1
hsdR17

• E.coli JM109, mit folgenden Genotyp:
endA1, recA1, gyrA96, thi, hsdR17 (rk–, mk+), relA1, supE44, ∆(lac-proAB)

• E.coli Top10, mit folgenden genetischen Eigenschaften:
mcrA, ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC), Φ80lacZ(del)M15, ∆lacX74, deoR, recA1, araD139, ∆(ara-
leu)7697, galU, galK, rpsL(SmR), endA1, nupG
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8.6 Antikörper

8.6 Antikörper

8.6.1 Sekundärantikörper

Antikörper/Substanz Verwendung Hersteller

anti-Kaninchen aus Esel HRPO konjugiert WB 1:25 000 Dianova 711-035-152
anti-Maus aus Esel HRPO konjugiert WB 1:25 000 Dianova 715-035-151
anti-Ziege aus Esel HRPO konjugiert WB 1:25 000 Dianova 705-035-147
anti-Maus aus Ziege Alexa Fluor 488 konjugiert IF 1:1000 Invitrogen A11001
anti-Maus aus Ziege Alexa Fluor 594 konjugiert IF 1:1000 Invitrogen A11005
anti-Ziege aus Esel Alexa Fluor 568 konjugiert IF 1:1000 Invitrogen A11057

8.6.2 Antikörper für Western-Blot und Zytochemiefärbungen

Antikörper kDa Verwendung Spezie Hersteller
AKT 60 1:1000 Kaninchen CST 9272
αTubulin 53 1:6000 Maus Sigma T9026
Bcl-2 26 1:500 Kaninchen sc-492
βAktin 42 1:5000 Maus Sigma M4789
cleaved Caspase3 17-19 1:500 Kaninchen CS 9661
ERK1/2, p44/42 MAPK 42-42 1:1000 Kaninchen CST 9102
Fibronectin 220 1:500 Maus sc-73611
GAP-DH 38 1:50 000 Maus hytest
Kollagen I 80-200 1:5000 Kaninchen ab34710
Kollagen II 90-140 1:500 Maus scr-52658
Kollagen III 130+300 1:1000 Maus ab6310
LC3B 16-18 1:1000 Kaninchen novus NB100-2220
mTOR 289 1:1000 Kaninchen CST 2972
Osteocalcin 7 1:500 Ziege sc-18319
Osteopontin 62-30 1:1000 Kaninchen ab8448
Osterix 48 1:5000 Kaninchen ab22552
p16 INK4a 16 1:500 Kaninchen sc-468
P70, S6K1, P70-S6 70 1:1000 Kaninchen CST 9202
phospho AKT S473 60 1:1000 Kaninchen CST 4060S
phospho AKT T308 60 1:1000 Kaninchen CST 9275S
phospho ERK1/2 T202/Y204 46 1:1000 Kaninchen CST 4370S
phospho-P70 T389 73 1:1000 Kaninchen CST 9205S
phospho-P70 T421/S424 73 1:1000 Kaninchen CST9204S
phospho S6 S240/244 32 1:1000 Kaninchen CST 5364
Raptor 150 1:1000 Kaninchen CST 2280
Rictor 200 1:1000 Kaninchen CST 9476
Runx2/Cbfa1 66 1:1000 Maus MBL-D130-3

151



8 Appendix

8.6.3 Antikörper für Immunfluoreszenzfärbung

Antikörper in Verwendung Hersteller

ms anti BrdU BrdU Färbelösung 1:1000 37°C 2h CST 5292
rb pAKTS473 3% Kaninchenserum PBS 1:200 RT über Nacht CST 4080
rb pp70-S6T389 3% Kaninchenserum PBS 1:100 RT über Nacht sc-11759
rb Bcl-2 3% Kaninchenserum TBS-T-T 1:250 RT über Nacht sc-492
rb p16INK4a 3% Kaninchenserum TBS-T-T 1:250 RT über Nacht sc-468
rb LC3B 3% Kaninchenserum TBS-T-T 1:250 RT über Nacht Novus
rb Caspase 3 3% Kaninchenserum TBS-T-T 1:250 RT über Nacht sc-7148

8.6.4 Antikörper für FACS-Analysen

Antikörper in Verwendung Hersteller

Isotyp IgG2a FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD 553456
anti-human CD45 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD 555492
anti-human CD45 PE 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD 555493
anti-human HLA-DQ FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD 555563
Isotyp IgG2a, κ PE 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD 555574
anti-human HLA-DR FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD 555811
anti-human CD14 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD 557153
anti-human CD14 PE 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD 557154
anti-human CD73 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD 561254
anti-human CD105 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD 561443
Isotyp IgG2a, κ 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen BD555573
anti-human CD18-PE 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Immunotech 1570
anti-human CD11b PE 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Immunotech 2581
Isotyp IgG1 PE 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Immunotech 07796
anti-human CD14 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Milteny 120-000-424
Isotyp IgG2 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Milteny 120-002-125
anti-human CD45 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Milteny 130-080-202
Isotyp IgG1 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Milteny 130-081-002
anti-mouse-H-2Kk-FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Milteny 130-085-101
anti-human CD19 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Milteny 130-091-328
anti-human CD34 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Milteny 130-092-213
anti-human CD90 FITC 1x FACS Puffer 3 µl/50 000 Zellen Milteny 130-095-403
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8.7 Zellkultursubstanzen

8.7 Zellkultursubstanzen

Substanz Hersteller Katalog-Nr.

2-Phosho-L-Ascorbinsäuresalz Sigma 49752
Ciprofloxacin Applichem A4589
Dexamethasone Applichem A2153
Salminsulfat Roth 7194
Natriumpyruvat Applichem A4859
Rapamycin LC Laboratories R5000
MK2206 Selleckchem S1078
human recomb. CTGF Immunotools 11343486
human recomb. FGF-2 Immunotools 11343623
human recomb. FGF-23 R&D 2604-FG
human recomb. PDGF-BB Sigma P4306
human recomb. TGF-β1 CellSignalingTechnology 8915LC
Ficoll-PaqueTM PLUS GE Healthcare 17-1440-03
Ficoll-PaqueTM PREMIUM 1.073 GE Healthcare 17-5446-52
Heparin 25000 IE/5ml Rotexmedica ETI3L318-15
Insulin 100 IE/ml Berlin Chemie AG HI-219
Indomethacin Sigma I-7378
3-Isobuty-1-methylxanthin Serva 26445
Kalziumgluconat 10% Braun 0042C13
DMEM-Powdered PAA G0001,3010
MEM alpha Modification PAA E15-862
DMEM 4,5 g/l Glucose PAA E15-009
FBS Gold PAA A15-151
Penicillin/Streptomycin 100x PAA P11-010
L-Glutamine 200 mM PAA M11-004
Dimethylsulfoxid Applichem A3672
Primocin Invivogen ant-pm-2
Kollagen G Biochrom L 7213
Trypsin EDTA (1:250) (10x) PAA L11-003
Accutase™ PAA L11-007
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8.8 Zellanzahl pro Kulturgefäß

Eingesetzte Zellzahl für die Kultivierung:

Oberfläche Zahl an Medium- Zellen
Gefäß in cm2 MSCs/VSMCs volumen pro cm2

T-25 25 7 500 5 ml 300

T-75 75 22 500 10 ml 300

T-175 175 52 500 20 ml 300

Eingesetzte Zellzahl für Versuche:

Oberfläche Zahl an Medium- Zellen
Gefäß in cm2 MSCs/VSMCs volumen pro cm2

96 well–1 well 0,3 4 500 100 µl 13 333

24 well–1 well 1,9 25 333 500 µl 13 333

12 well–1 well 3,8 50 667 1000 µl 13 333

6 well–1 well 9,4 125 333 2,5 ml 13 333

35 mm 8 106 667 1 ml 13 333

6 cm (Ø 5,2 cm) 21 280 000 3 ml 13 333

10 cm (Ø 8,4cm) 55 733 333 8 ml 13 333

15 cm (Ø 13,8 cm) 150 2 000 000 20 ml 13 333
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8.9 Puffer und Lösungen

PUFFER/LÖSUNG ENDKONZENTRATION SUBSTANZ

Alizarin-Färbelösung 5% Alizarin Red-S
0,1 M Borsäure

pH 4,0 mit HCl

AMP Puffer 15,12 % 2-Amino-2-methyl-1-propanol
pH 10,7 mit HCl

ALP Puffer 1x 150 mM Tris pH 10
0,1 mM ZnCl2
0,1 mM MgCl2

1% TritonX-100

Alcian Färbelösung 1% Alcian blue 8GX
3% Essigsäure

pH 2,5 mit Essigsäure

APS (10%) 10% Ammoniumpersulfat

Blocklösung 100ml 5% Magermilchpulver
1% BSA

94 ml 1x TBS-T

Borsäurepuffer 0,1 M Borsäure
pH 4,0 mit HCl

BrdU Färbelösung 1x 33 mM Tris pH 8,0
0.33 mM MgCl2

0,5 mM β-Mercaptoethanol
0,1% BSA
1:500 BrdU Antikörper

40 U/ml DNase I

Ca2+-Farbreagenz 6% HCl
157 µM o-Cresolphthalein Komplex

6.75 mM 8-Hydroxyquinolin

Chromatin-Lysepuffer 20 mM Tris pH 7,5
350 mM NaCl

1% Triton X-100
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PUFFER/LÖSUNG ENDKONZENTRATION SUBSTANZ

HBS 2x 0,05 M HEPES
0,28 M NaCl

1,5 mM Na2HPO4

pH 7.05

FACS Puffer 1x 137 mM NaCl
2,7 mM KCl

9 mM Na2HPO4

2,3 mM KH2PO4

0,5 mM EDTA
2-5% FCS oder BSA

pH 7,3

Laemmli Puffer 5x 250 mM, pH 7,5 Tris-HCl
500 mM DTT

30% Glycerol
5% SDS

0,25% Bromphenolblau

Laufpuffer MOPS 1x 50 mM MOPS
50 mM Tris
1 mM EDTA pH 8,0
0,1% SDS

ph 7,7

Laufpuffer Glycin-Tris 1x 25 mM Tris
250 mM Glycin

0,1% SDS
ph 8,3

KC Lösung 20x 0,1 M K4Fe(CN)6 x 3H2O
0,1 M K3Fe(CN)6

1x PBS
1 mM MgCl2

pH 6,0

Oil-Red-O-Stocklösung 0,5% Oil-Red-O (w/v)
100% Isopropanol

Oil-Red-O-Färbelösung 40% Oil-Red-O Stocklösung
60% destilliertes Wasser

Filtern durch 0,45 µm Filter
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PUFFER/LÖSUNG ENDKONZENTRATION SUBSTANZ

PBS 1x 137 mM NaCl
2,7 mM KCl

9 mM Na2HPO4

2,3 mM KH2PO4

pH 7,3

TAE 1x 40 mM Tris
20 mM Essigsäure

1mM EDTA pH 8,0
pH 8,4

TBE 1x 89 mM Tris
89 mM Borsäure
2 mM EDTA pH8,0

TBS 1x 50 mM Tris
150 mM NaCl

pH 7,6-8,0

TBS-T 1x 50 mM Tris
150 mM NaCl

0,1% Tween20
pH 7,6-8,0

TBS-T-T 1x 50 mM Tris
150 mM NaCl

0,1% Tween20
0,1% TritonX-100

pH 7,6-8,0

Transfer-Puffer MOPS 1x 25 mM BICIN
25 mM Bis-Tris
1 mM EDTA pH 8,0

10% Ethanol

Transfer-Puffer Glycin-Tris 1x 25 mM BICIN
39 mM Glycin
48 mM Tris
0,037% SDS

10% Ethanol
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PUFFER/LÖSUNG ENDKONZENTRATION SUBSTANZ

Stripping-Puffer 25 mM Glycin
3,5 mM SDS

pH 2 mit HCl

Gelpuffer 3,5x 1,25 M Bis-Tris
pH 6,5-6,8 mit HCl

Proteinmarker 2-5 µl pro Gel Applichem A8889

RIPA-Lysepuffer 20 mM Tris-HCl
150 mM NaCl

1 mM EDTA
1 mM EGTA

1% IGEPAL-C630
0,1% SDS

X-Gal Fixativ 0,5% PFA
0,25% Glutaraldehyd
1 mM MgCl2

1x PBS
pH6,0

X-Gal Lösung 4% X-Gal
100% N,N-Dimethylformamid
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8.10 Acrylamid-Gelzusammensetzung

Für die Herstellung von Protein-Gelen wurden bei hoher benötigter Auftrennung MOPS-Gele
und bei regulärer benötigter Auftrennung Glycin-Tris Gele gegossen. Dabei wurde die folgende
Zusammensetzung gewählt, bei der der Begriff 30% AA-Mix für eine Lösung aus entgastem,
30%igem Acrylamid mit einer Beimischung von 1:37 aus 0,8 % Bis-acrylamid steht.

8.10.1 MOPS-Bicin-Gelsystem

Trenngel 6% 8.5% 10% 12.5% 15% Sammelgel 5%

H2O 4 ml 3,3 ml 2,9 ml 2,3 ml 1,6 ml H2O 1,0 ml

30%-AA-Mix 1,6 ml 2,3 ml 2,7 ml 3,3 ml 4 ml 30%-AA-Mix 350 µl

3,5 x Gelpuffer 2,3 ml 2,3 ml 2,3 ml 2,3 ml 2,3 ml 3,5 x Gelpuffer 600 µl

10%-APS 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 10%-APS 30 µl

TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl TEMED 5 µl

Volumen 8 ml 8 ml 8 ml 8 ml 8 ml Volumen 2 ml

8.10.2 Tris-Glycin-Gelsystem

Trenngel 6% 8% 10% 12% 15% Sammelgel 5%

H2O 5.3 ml 4.6 ml 4.0 ml 3.3 ml 2.3 ml H2O 2.1 ml

30%-AA-Mix 2 ml 2.7 ml 3.3 ml 4.0 ml 5.0 ml 30%-AA-Mix 500 µl

Tris 1,5 M pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml Tris 1,0 M pH 6,8 380 µl

10% SDS 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 10% SDS 30 µl

10%-APS 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 100 µl 10%-APS 30 µl

TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl TEMED 5 µl

Volumen 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml 10 ml Volumen 3,5 ml
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8.11 Chemikalien und Reagenzien

8.11.1 Chemikalien

Substanz Hersteller Katalog Nr.

2-Amino-2-methyl-1-propanol Applichem A0838
2-Propanol, Isopropanol Carl Roth CP41.4
Aceton Carl Roth 9372.1
Acrylamid 37,5:1 Rotiphorese® Gel Carl Roth 3029.1
Agarose Serva 11404
Albumin Fraktion V, BSA Carl Roth 8076.2
Alcian Blue 8GX Sigma A3157
Alizarin Red S Applichem A2306
Aluminiumsulfate 18-Hydrat Sigma 11044
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma Aldrich A9164
Aqua Poly Mount Polysciences Inc 18606
Bacto Agar BD 214010
Bacto Trypton BD 211705
Bacto Yeast Extract BD 212750
BICIN Carl Roth 9162.3
Bis-Tris AppliChem A1025
Borsäure Roth 5935
Bromphenolblau Sigma Aldrich B6131
Coomassie Brilliant Blue G250 Biomol 03282.50
DAPI 5 mg/ml D1306 Invitrogen
Direkt Rot 80 Fluka 43665
Dithiothreitol (DTT) AppliChem A1101
Essigsäure Carl Roth 7332.1
Ethanol (absolut) Carl Roth 9065.1
Ethanol (MEK, vergällt) Herbeta Arzneimittel 70, 80, 96, 99%
Ethidiumbromid Sigma Aldrich E2518
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Carl Roth 8040.2
Glutaraldehyde solution 50% Applichem A3166
Glycerin Carl Roth 3783.2
Glycin Serva 23390
Igepal CA-630 Sigma Aldrich I3021
Kaliumchlorid Merck 104.936
Kaliumhydroxid Merck 105.033
Kaliumhexacyanoferrat II AppliChem A1867
Kaliumhexacyanoferrat III AppliChem A3883
Kalziumcarbonat Roth 6230.1
Kalziumchlorid Roth A119.1
Kalziumchlorid Dihydrat MERCK 1.02382.1000
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Substanz Hersteller Katalog Nr.

Magermilchpulver AppliChem A0830
Magnesiumchlorid Sigma Aldrich M9272
Methanol Carl Roth 4627.2
Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) AppliChem A1076
N,N-Dimethylformamide Sigma D4551
Natriumazid Sigma Aldrich 71290
Natriumchlorid Carl Roth 3957.1
Natriumdihydrogensulfit Lsg. Carl Roth 2371.1
Natriumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth CN30.2
Natriumfluorid Fluka 71518
Natriumhydroxid Sigma Aldrich 6771.1
Natriumorthovanadat Sigma Aldrich 450243
Natriumpyrophosphat Sigma Aldrich 56422
Nitrophenyl-Phosphate-Disodium x6H2O Fluka 71768
o-Cresolphthalein Complexone Fluka 64000
ortho-Phosphoric Acid Merck 100.565
Oil-Red-O Sigma O0625
Phenol Carl Roth 38.1
Paraformaldehyd Sigma 158127
Pikrinsäure Lsg. 1,2% Sigma Aldrich P6744_16A
Pipes Roth 9156.5
Propidium Iodid S0957 BD
Ponceau Red S Carl Roth 5938.2
Quinolin-8-ol Sigma 22019
Salzsäure (37%), rauchend Carl Roth 9277.1
Schwefelsäure Carl Roth X945.1
ß-Glycerophosphat AppliChem A2253
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma Aldrich 87689
Tris Carl Roth 4855.3
Tween 20 Applichem A7564
X-Gal Applichem A1007
Xylene Cyanole FF Sigma X-4126
Zinkchlorid Applichem 6285
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8.11.2 Komponenten für DNA-Arbeiten

Reagenzien Hersteller Katalog-Nr.

Ampli TaqDNA Polymerase N808-0171 Applied Biosystems
10x PCR Buffer II N808-0010 Applied Biosystems
MgCl2 Solution N808-0130 Applied Biosystems
dNTPs U120-124B Promega
dNTP Mix N808-0260 Applied Biosystems
Agarose 11404 Serva
SeaKem LE Agarose 50002 Lonza
Ethidiumbromid E2515 Sigma

Restriktionsendonukleasen Katalog-Nr. Hersteller

BamHI-HF R3136 New England Biolabs
ClaI R0197 New England Biolabs
EcoRI R3101 New England Biolabs
HindIII-HF R3104 New England Biolabs
KpnI-HF R3142 New England Biolabs
NcoI R0193 New England Biolabs
NotI R0189 New England Biolabs
SalI R0138 New England Biolabs
XbaI R0145 New England Biolabs
XhoI R0146 New England Biolabs
NEBuffer3 B7003 New England Biolabs
NEBuffer4 B7004 New England Biolabs

8.11.3 Fertigkomponenten

Reagenzien Hersteller Katalog-Nr.

Pierce ECL Western Blotting Substrate Thermo Scientific 32209
SuperSignal West Pico Thermo Scientific 34087
SuperSignal West Dura Thermo Scientific 34076
Entwickler / Fixierer AGFA G138i, G334i
NucleoBond Xtra Plus Midi Macherey & Nagel 740412
NucleoBond Xtra Plus Maxi Macherey & Nagel 740416
NucleoBond Xtra Plus Maxi EF Macherey & Nagel 740422
Cell Proliferation ELSA BrdU Roche 1164722901
Cytotoxicity Detection Kit LDH Roche 11644793001
Cell Death Detection ELISAPLUS Roche 11774425001
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8.12 Verbrauchsmittel

Reagenzien Hersteller Katalog-Nr.

DC™ Protein Assay Biorad 500-0113/4/5
PCR Mycoplasma Test Kit Applichem A3744
Venor GeM Mycoplasm Detection Kit Minerva 11-1050
Rapid-DNA-Ligation-Kit Roche 11 635 379 001
FACS Clean BD 340345
FACS Flow BD 342003
FACS Rinse BD 340346

8.12 Verbrauchsmittel

Verbrauchsmaterial Hersteller Katalog-Nr.

Aluminiumfolie Carl Roth 1770.1
Gefrierreaktionsgefäße 1,0 ml Sarstedt 72.377
Gefrierreaktionsgefäße 1,6 ml Sarstedt 72.380
Injektionsnadeln (steril) Becton Dickinson 300 400
Injektionsnadeln (steril) Becton Dickinson 301 300
Injektionsnadeln (steril) Becton Dickinson 302 200
Injektionsspritzen 1, 10 und 15 ml Becton Dickinson 300 1/47
Parafilm M Pechiney Plastic Packaging PM-999
Pasteurpipetten Brand 7477_15
Pipettenspitzen 0,5-10 µl Sarstedt 701.130
Pipettenspitzen 10-200 µl Sarstedt 70.760.002
Pipettenspitzen 10-200 µl Carl Roth Y4119.1
Pipettenspitzen 200-1000 µl Sarstedt 70.762.100
Pipettenspitzen 1-5 ml Gilson F161571
Reaktionsgefäße 1,5 und 2 ml Sarstedt 72.706, 72.695
Röntgenfilme CL-Xposure™ Film ThermoScientific 34089
Skalpell (einmal, steril) Feather (Japan) 02.001.30.010
Transfermembran Pall Corporation (FL, USA) P/N 66485
BioTrace™ NT
Transfermembran GE Healthcare (UK) RPN 303F
(PVDF 0,45 µm)
Transfermembran St Cruz PV4HY000GL
(PVDF 0,45 µm)
Verpackungsfolie (Saran) Dow Chemical Company 710903
Wattestäbchen RotiLab Carl Roth EH111.1
Zentrifugenröhrchen 15 ml BectonDickson Labware 352070
Zentrifugenröhrchen 50 ml BectonDickson Labware 352096
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8.13 Zellkulturmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller Katalog-Nr.

Zellkulturschalen 6 cm TPP 93060
Zellkulturschalen 10 cm TPP 93100
Zellkulturschalen 15 cm TPP 93150
Zellkulturflaschen 75 cm2 Sarstedt 831.813.002
Zellkulturflaschen 175 cm2 Sarstedt 831.812
Zellkulturplatten, 6 Loch BD Falcon 353046
Zellkulturplatten, 12 Loch BD Falcon 353043
Zellkulturplatten, 24 Loch BD Falcon 353047
Zellkulturplatten, 96 Loch TPP 92696
4-Kammer Chamber Slide Lab-Tec 177437
4-Kammer Chamber Slide Nunc 138121
Aqua resist VWR 462-7000
Pasteurpipetten, Glas Brand 747715
Deckgläser rund 15 mm Thermo scientific P232.1
Deckgläser rund 12 mm Thermo scientific P231.1
Neubauer Zählkammer Marienfeld 610030
Objekträger Marienfeld 10 002 00
Deckgläser Thermo Scientific L191.1
Ultrazentrifugenröhrchen Beckman 326823
serologische Pipetten 5 ml (steril) Becton Dickinson Labware 35.75_25
serologische Pipetten 10 ml (steril) Becton Dickinson Labware 35.75_43
serologische Pipetten 25 ml (steril) Becton Dickinson Labware 35.75_51
serologische Pipetten 50 ml (steril) TPP P94550
Sterilfilter 0,2 µm Carl Roth P666.1
Sterilfilter 0,45 µm Carl Roth P667.1
pH-Indikatorstäbchen Merck 1.09543.0001
Zellfilter 40 µm BD Falcon REF 352340
Zellfilter 70 µm BD Falcon REF352350
Zellfilter 100 µm BD Falcon REF 352360
Sterilfiltereinheit Nalgene 595-4520
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8.14 Laborgerätschaften

8.14 Laborgerätschaften

Geräte Hersteller Katalogbezeichnung

Kombigeräte
Kühl/Gefrierschrank Liebherr Comfort „no frost“
Kühl/Gefrierschrank Liebherr Premium Kombi
Kühl/Gefrierschrank Liebherr Profi line (+ 4°C/ -20°C)
Kühl/Gefrierschrank Bosch Comfort (+ 4°C/ -20°C)
Tiefkühlgeräte (- 20°C)
Gefrierschrank Siemens „no frost“
Gefrierschrank Liebherr Premium no frost
Tiefkühlgeräte (- 80°C)
Gefrierschrank New Brunswick Ultra Low Freezer
Gefrierschrank Heraeus Hera freeze
Gefrierschrank Thalheimer Freezer -80°C
Analysenwaagen
Feinwaage Ohaus Discovery DV 214 CM
Feinwaage Mettler Toledo AE 260 Delta Range
Feinwaage Shimadzu AW 220
Laborwaage Ohaus Scout Pro SPU-601
Laborwaage Sartorius Universal U 5000 D
Zentrifugen
Tischzentrifuge Fresco 21 Heraeus Fresco 21
Multifuge 15-R Heraeus Multifuge 15-R
GalaxyMiniStar SN VWR C1413V
Kühlzentrifuge Mikro200R Hettich Typ 2405
Tischzentrifuge Espresso Thermo Elektron Espresso 11210801
Kühlzentrifuge Heraeus Multifuge 1S-R
Kühlzentrifuge Eppendorf Centrifuge 5403
Ultrazentrifuge Sorvall Ultra Pro 80
Zentrifugeneinsatz Sorvall AH-629
Heiz- und Magnetrührer
Heizrührer IKA Labortechnik RH basic
Heizrührer IKA Labortechnik RCT basic
Heizrührer IKA Labortechnik RH basic
Heizrührer Heidolph MR3001
Magnetrührer IKA Werke Mini MR standard
Magnetrührer IKA Werke Big SquidFroggy
Heizeinheiten
Heizblock VWR Digital Heatblock II
Heizblock Grant (UK) QBD2
Inkubator VWR Orbital Shaker 2
Kochplatte Severin HMT 812 B
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Geräte Hersteller Katalogbezeichnung

Mikrowelle Bosch HMT 812 B
Thermomixer Comfort Eppendorf 5355
Wasserbad Unitherm WA12
Inkubator Thermo Scientific HERA cell 240
Kühlgefäße / Aufbewahrung
Eismaschine Ziegra 72898
Dewargefäß N2 Isotherm, KGW 26 B/BE
Dewargefäß N2 Isotherm, KGW 28 B/BE
Stickstofftank AirLiquide ARPEGE 55
Stickstofftank AirLiquide ARPEGE 110
Mischgeräte
Drehrad Stuart SB 2 rotator
Minishaker (Vortexer) IKA Labortechnik MS1
Rütteltisch Titramax Heidolph Titramax 100
Schwenktisch Heidolph Polymax 1040 T
Taumelrollenmischer Marienfeld, Karl Hecht RM 5-40
Heizmixer Eppendorf Thermomixer Comfort 5355
Rollmischer VWR VWR®Tube Rotator
Netzgeräte
1000 mA Biometra PowerPack P25T
Power Source 250 V VWR TYP 250 Volt
Power Source 300 V VWR TYP 300 Volt
Power Supply2.0 P System BioRad Modell 200/2.0
PowerLab EPS-3500 Pharmacia Biotech EPS-3500
Elektrophoresekammer
Proteinelektrophorese Biometra Tankblot EcoMaxi
Proteinelektrophorese BioRad Mini Protean 4Cell
Proteinelektrophorese InvitroGen X Cell II Sure Lock
Proteinelektrophorese BioStep TV 400
Transferkammer InvitroGen X Cell II Blot Module
Transferkammer BioRad Transblot Cell
DNA-Elektrophorese OWL Separationsystem B1 (groß)
DNA-Elektrophorese OWL Separationsystem B1 (klein)
RNA-Elektrophorese VWR AGT-2
Cycler
Peltier Thermal PTC-200 MJ Research PTC-200
Thermal Cycler PX2 Electron Corparation PX2
Real Time PCR Roche Light Cycler II
PCR System Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time
Pipettierhilfen
Einkanalpipetten 0,5 – 1000 µl Eppendorf research
Einkanalpipetten 0,5 – 1000 µl Brand Transferpette®S
Einkanalpipetten 10 – 5000 µl Gilson pipetMan
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Geräte Hersteller Katalogbezeichnung

Mehrkanalpipette Brand Transferpette®-8E
Mehrkanalpipette VWR 613-5256
Pipettierhilfe Hirschmann Pipetus Standard
Pipettierhilfe Roth AccuJet
Pipettierhilfe Neolab NeoMotion D6016
pH-Messung
pH-Elektrode Ag/AgCl VWR 4002-789
pH-Messgerät VWR SymbHony SB 70P
pH-Lösungen 4, 7, 10 Orion 910_104/_107_110
Detektionsgeräte/zubehör
Röntgenfilmentwicklung Protec® Protec Compact2

UV-Detektion Syngene Bio Imaging Gene Flash
Multiplatten Photometer Thermo Scientific Multiskan Ascent 354
Nanodrop Peqlab Biotechnologie ND-1000
Blotdetektionseinheit Syngene Bio Imaging G-Box XL 1.4
Rotlichtlampe PTW 5412
X-ray film HypercasseteTM Amersham RPN 12642
Durchflusszytometer Beckton Dickinson FACS Calibur
Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss Axio Imager A1
Kamera Carl Zeiss Axiocam HR
Mikroskop Carl Zeiss Axiovert CFL
Kamera Canon PowerShotA640
Sonstiges
Glas-Homogenisator 2 ml Schütt-Biotec 3.206 022
Glas-Pistill Schütt-Biotec 3.207 022
Messkolben 25-2000 ml Brandt Deutschland
Glasflaschen 50-2000 ml Schott Deutschland
Wasserfilteranlage Millipore Milli-Q UF Plus
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8.15 Computerprogramme, Server und Macros

LaTex mit Texmaker Excel2LaTeX Erweiterung
Microsoft Office (Excel, Word, PowerPoint) SmartDraw2010
GraphPadPrism6 PhotoFiltre 7.0.1
FoxitReader ImageJ 1.43u
FreePDF FinchTV sequence
GeneSys V1.2.9.0 GeneTools 4.02
ND-1000-V3.8.1 ELM-Server30

EXPASY-Server31 EBI Sequence Alignments32

Ensemble33 Biogazelle qbasePLUS
Primer 3 Input (Version 0.4.0) Axiovision 4.4, Zeiss

Für Auswertungen von Immunfluoreszenzfärbungen wurden in dem Programm ImageJ einfa-
che Macros erstellt.

Für Zellkern-Auszählungen lautete die Befehlsstruktur:

run(„8-bit“);
setAutoThreshold(„Default“);
run(„Threshold...“);
setThreshold(34, 255);
run(„Convert to Mask“);
run(„Fill Holes“);
run(„Open“);
run(„Watershed“);
run(„Analyze Particles...“, „size=110-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Masks
summarize“)

Für das Zählen BrdU-positiver Zellen lautete die Befehlsstruktur:

run(„8-bit“);
setAutoThreshold(„Default“);
run(„Threshold...“);
setThreshold(10, 255);
run(„Convert to Mask“);
run(„Fill Holes“);
run(„Open“);
run(„Analyze Particles...“, „size=110-Infinity circularity=0.00-1.00 show=Masks display summa-
rize“)
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