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1. Vorwort 1

1. VORWORT

Alle Experimente der vorliegenden Arbeit entstanden im Zeitraum November
2006 bis Dezember 2007 am Physiologischen Institut der Justus-Liebig-
Universitat GieRen und wurden im Laborbereich der AG Prof. Sauer (Kardio-
vaskulare Stammzellforschung) durchgefiihrt. Betreuer der Arbeit war Prof. Dr.
Heinrich Sauer.

Die verwendeten Stammzellenlinien sind von Dr. med. Paul Steffen nach einer

von ihm praktizierten Methode isoliert worden.

Die bei Calciumstromen in der Zelle zu beobachtenden langsamen Oszillatio-
nen der Calciumkonzentration werden als ,Calcium-Oszillation® bezeichnet. Im
Fokus der vorliegenden Arbeit stehen diese Calcium-Oszillationen humaner
Stammzellen, die aus Fettgewebe gewonnen wurden. Im Ergebnis kann gezeigt
werden, dass die Synchronisierung von Calcium-Oszillationen durch die Ab-
schaltung des Stickstoffmonoxid-Systems bewirkt werden kann. Da die interzel-
lulare Kommunikation durch Gap Junctions realisiert wird, ergibt sich aus den
Experimenten die Schlussfolgerung, dass die Inhibition der NO Synthase die

Durchlassigkeit der Gap Junction Koppelung beeinflusst.
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2. EINLEITUNG

In der biomedizinischen Forschung hat das Thema “Regenerative Medizin®, zu
dem unter anderem die Stammzellenforschung und das Tissue Engineering
(Gewebeziuchtung) gehoéren, zunehmend an Bedeutung gewonnen. So wird
z.B. in Deutschland seit 1999 Forschung zu ,Biologischer Ersatz von Organ-
funktionen® [vgl. BmBF 1999] und seit 2004 der Schwerpunk ,Zellbasierte rege-
nerative Medizin® [vgl. BmBF 2004] auch staatlicherseits nennenswert gefor-
dert. Fachwelt wie Laien setzen grof3e Hoffnungen in die regenerative Medizin,
um mit ihr dem Ausfall von Zell-, Gewebe- und Organfunktionen therapeutisch

begegnen zu kénnen.

Fur Zelltransplantationen sind aus Fettgewebe gewonnene mesenchymale
Stammzellen, aus Grinden auf die im Weitern noch eingegangen wird, eine
vielversprechende Quelle. Jedoch bedirfen die Kenntnisse Uber den Ausdiffe-
renzierungsprozess von Stammzellen noch weiterer eingehender Untersuchun-
gen. Mesenchymale Stammzellen zeigen im undifferenzierten Zustand sponta-
ne, langanhaltende Calcium-Oszillationen, die nach der Ausdifferenzierung
nicht mehr zu beobachten sind. Folglich wird angenommen, dass die Oszillatio-
nen des intrazellularen Calciums mit dem Prozess der Ausdifferenzierung ver-
knupft sind [Li, Batra et al. 2004]. Deshalb untersucht die vorliegende Arbeit an
undifferenzierten Stammzellen, die aus Fettgewebe gewonnen wurden, die
Bedingungen der Calcium-Oszillation. DarUber hinaus wird die Synchronisation
dieser Oszillationen zwischen benachbarten Zellen unter dem Einfluss von
Stickstoffmonoxid (NO) und zugrundeliegender Signal- und Steuerungsprozes-
se erforscht. Damit will diese Arbeit zum Verstandnis von intrazellularen und

interzellularen Prozessen beitragen.

Zunachst wird im Folgenden ein Uberblick tiber die grundlegenden Eigenschaf-
ten von Stammzellen und die spezielle Bedeutung von Stammzellen aus Fett-
gewebe gegeben. Daran anschlieBend wird auf Calcium als Botenstoff und
Second Messenger eingegangen, sowie Funktion und Bedeutung des IPs-
Signalwegs aufgezeigt. Dem schlie3t sich eine Skizze der Calcium-
Oszillationen und der Gap Junctions an. Da NO die Durchlassigkeit von Gap

Junctions reguliert und die NO Synthase mit dem System der reaktiven Sauer-
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stoffspezies (ROS) verbunden ist, werden NO und das ROS-System am Ende

dieses Kapitels ebenfalls noch betrachtet.

2.1. Stammzellen

Stammzellen sind unspezialisierte Zellen, die das Potential haben sich nahezu
unbegrenzt zu teilen und sich in vivo oder in vitro in zahlreiche spezialisierte
Zelltypen auszudifferenzieren [Wislet-Gendebien, Hans et al. 2005]. Diese
spezifische Fahigkeit von Stammzellen interessiert in der medizinischen For-
schung vor allem auf dem Gebiet der Zellregeneration und der Herstellung von
Geweben. Im Hinblick auf autologe Gewebetransplantation sind Stammzellen in
den Fokus experimenteller Wissenschaft gertckt. In Abh&ngigkeit von ihrem
Entwicklungspotential kdnnen Stammzellen nach drei Typen unterschieden

werden:

Totipotente Zellen besitzen die Fahigkeit im menschlichen Koérper zu
jedweder spezialisierten Zelle heranzuwachsen. Desweiteren kénnen sie
auch samtliche extraembryonale Gewebe bilden. Die einzigen bekannten
totipotenten Zellen des menschlichen Korpers sind die Zellen der be-

fruchteten Eizelle.

Pluripotente Stammzellen kdénnen sich in einen beliebigen Zelltyp des
menschlichen Koérpers ausdifferenzieren; sie sind aber nicht fahig extra-
embryonale Membranen zu bilden [Wobus 2001]. Die pluripotenten
Stammzellen konnen ihrerseits in drei verschiedene Typen eingeteilt

werden:

e Embryonale Stammzellen, die aus der inneren Zellmasse der
Blastozyste isoliert worden kénnen.

e Embryonale Keimzellen, die aus ihren Vorlaufern in den Keimdri-
sen eines Fetus bei einer abgebrochenen Schwangerschaft iso-

liert werden konnen.
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e Embryonale Krebszellen, die aus Keimzellkarzinomen isoliert wer-
den kdnnen, wie sie manchmal in den Gonaden eines Fetus zu

finden sind.

Multipotente Stammzellen (adulte Stammzellen) kénnen sich nur in eine
begrenzte Anzahl von Zelltypen differenzieren. Multipotente Stammzellen
finden sich in adulten Organen, in denen sie tote oder beschadigte Zellen

ersetzen konnen.

Befruchtete Eizelle @

Totipotente Stammzellen

Blastozyste enthalt pluri-
potente Stammzellen

j Gewebespezifische (multipotente) Stammzellen
°2%° = x\
0 O O - &
Hamatopoetische Mesenchvmale
Isolierte pluripotente Stammazellen @ @ Stammzﬁ;llen
Stammzellen aus der Neurale
inneren Zellmasse Stammzellen

|

|

Kultivierte pluripotente o Gewebe-,
Stammzellen Blutzellen Nervenzellen Knochen-
Zellen

1: Stammzellentypen und ihre Entstehung
Embryonale Stammzellen, die aus der inneren Zellmasse der Blastozyste stammen,
sind pluripotent und werden aus in vitro befruchteten Eizellen gewonnen.
(Nach einer Abbildung von http://WWW.scq.ubc.ca/wp—content/uploads/2006/07/stemcelIsZ—GIF.gif)
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2.1.1. Embryonale Stammzellen

In der frithen Embryogenese wird die befruchtete Eizelle zur Zygote. Beim
Wachstum der Zygote durch Zellteilung zur Morula - mit ihren totipotenten
Stammzellen - bilden sich im Weiteren die Blastozyste mit einer inneren Zell-
masse und einem aul3ereren Trophoblasten heraus. Wie in Abb. 1 illustriert,
werden embryonale Stammzellen (ESZ) aus einem frihen Embryoblast - die
Zellmasse der Blastozyste - gewonnen. Die innere Zellmasse ist fur den gesam-
ten zukunftigen menschlichen Korper konstitutiv. Daraus folgt, dass alle ESZ
die Fahigkeit besitzen, sich in die drei Keimblatter (Ektoderm, Mesoderm und
Entoderm) hin zu entwickeln [Wislet-Gendebien, Hans et al. 2005]. Derartige
pluripotente Stammzellen werden aus in vitro befruchteten Eizellen gewonnen.
Wegen der gesellschaftlichen und ethischen Problematik unterliegt die embryo-
nale Stammzellenforschung strengen gesetzlichen Regelungen. Befruchtete
Eizellen kénnen der Forschung nur dann zuganglich gemacht werden, wenn

das Einverstandnis von Spenderseite vorliegt.

2.1.2. Adulte Stammzellen

Adulte Stammzellen sind undifferenzierte Zellen, die sich in adultem Gewebe
oder Organen finden. Diese haben die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
kénnen sich in alle wichtigen Zelltypen ausdifferenzieren [Orlic, Kajstura et al.
2001; Brazelton, Rossi et al. 2000]. lhre Funktion ist es, das Ursprungsgewebe
instand zu setzen, obgleich ihre Anzahl sehr gering ist. lhre Entstehung ist
bisher ungeklart [NIH 2001]. Bisher wurden diese Zellen in rund 20 unterschied-
lichen Geweben nachgewiesen, so z. B. im Gehirn, der Leber, dem Pankreas
und dem Herzen, aber auch im Knochenmark, im Blut, im Skelettmuskel, der
Haut, in Knochen und im Knorpel [Iscove 1990; Mackay, Beck et al. 1998; Zuk,
Zhu et al. 2002; Pittenger, Mackay et al. 1999; Orlic, Kajstura et al. 2001,
Kessinger, Bierman et al. 1991; Passier und Mummery 2002; Anversa und
Nadal-Ginard 2002; NIH 2001]. Am bekanntesten sind wahrscheinlich jene
mesenchymalen Stammzellen, die aus dem menschlichen Knochenmark ge-
wonnen werden und auch bereits therapeutisch zum Einsatz kommen. So wer-

den etwa nach einer Chemotherapie hamatopoetische Stammzellen transplan-
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tiert, um das Knochenmark zu erneuern. Ein unbestreitbarer Vorteil der Ver-
wendung von adultem Stammzellen ist deren Unbedenklichkeit in ethischer,
sozialer und juristischer Hinsicht. Sie werden direkt vom Spender bzw. vom
Patienten gewonnen und homolog bzw. autolog transplantiert. Autolog einge-
setzt fuhren sie nicht zu immunologischen Reaktionen. Adulte Stammzellen
wachsen zu Vorgéngerzellen heran, bevor sie sich differenzieren. Auch Vor-
gangerzellen besitzen die Fahigkeit sich zu differenzieren, aber nur innerhalb
eines gegebenen Gewebes. Menschliche Vorgéangerzellen des Herzens kénnen

z.B. nur zu Zelltypen heranwachsen, die im Herzen zu finden sind.

Da der Ursprung der menschlichen adulten Stammzellen bisher nicht bekannt
ist, ist es schwierig sie zu identifizieren. Ublicherweise zeichnen sie sich durch

ihre Morphologie und Oberflachenmarker aus.

Adulte Stammzellen kdnnen sich in Zellen ausdifferenzieren, die abweichend
von ihrem Ausgangsgewebe sind. Um ein Beispiel zu geben: Stammzellen des
Knochenmarks (Mesoderm) kdnnen sich in Knochenzellen [Ferrari, Cusella—De
Angelis et al. 1998; Gussoni, Soneoka et al. 1999] oder Herzmuskelzellen (Me-
soderm) [Orlic, Kajstura et al. 2001] entwickeln. Experimentell konnte auch eine
Ausdifferenzierung von Zellen zu Zellen eines anderen Keimblattertypus er-
reicht werden. Mesenchymale Stammzellen aus menschlichem Knochenmark
(Mesoderm) sind zu neuronalen Zellen (Ektoderm) herangewachsen [Brazelton,
Rossi et al. 2000; Mezey, Chandross et al. 2000]. Es muss nicht verwundern,
dass die Forschung mit adulten Stammzellen eine vielversprechende Alternati-

ve zur Forschung mit embryonalen Stammzellen darstellt.

2.1.2.1. Stammzellen aus Fettgewebe

Fettgewebe kann in routinemafigen Verfahren abgesondert werden und stellt
eine ausgezeichnete Quelle dar, um daraus mesenchymale Stammzellen zu
gewinnen, die in der Regel als adipose tissue derived stem cells (ASCs) be-
zeichnet werden. Es konnte gezeigt werden, dass sie sich in Fett-, Knochen-,
Knorpel- und Muskelgewebe differenzieren kdnnen[Kameritsch, Khandoga et al.
2005; Zuk, Zhu et al. 2002]. Auch die spontane endotheliale Differenzierung der
ASCs ist beschrieben worden [Steffen 2008]. In anderen Studien ist belegt
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worden, dass ASCs sich auch zu Herzzellen[Planat-Bénard, Menard et al.
2004] und neuronalen Vorgangerzellen[Ashjian, Elbarbary et al. 2003] entwi-
ckeln kdnnen. Damit wurde nachgewiesen, dass ASCs sogar zu Zellen anderer
Keimblatter heranwachsen kdnnen, denn neuronales Gewebe ist ektodermalen

Ursprungs und ASCs stammen aus mesenchymalem Gewebe.

In morphologischer Hinsicht ahneln ASCs den Fibroblasten, zeigen aber, ahn-
lich wie mesenchymale Stammzellen aus Knochenmark verschiedene Oberfla-
chenmarker von Stammzellen. Bisher wurden die folgenden Marker gefunden:
CD13, CD29, CD44, CD90, CD105, SH-3 und STRO-1[De Ugarte, Alfonso et
al. 2003]. Die fur mesenchymale Stammzellen aus Knochenmark typischen
hamatopoetischen Marker (CD14, CD31 oder CD45) wurden jedoch bei ASCs
nicht gefunden [Gimble und Guilak 2003].

Auch wenn die Fahigkeit der Differenzierung von ASCs nachgewiesen werden
konnte, ist wenig Uber die physiologischen Eigenschaften der ASCs bekannt,
die deren Zellteilung und Differenzierung moglicherweise steuern. Spontane
Calcium-Oszillationen von undifferenzierten ASCs sind beschrieben worden,
sowie der Zusammenhang zwischen der Ausdifferenzierung und der Einstellung
dieser Oszillationen [Steffen 2008; Sauer, Steffen et al. 2007]. Weiter konnte
gezeigt werden, dass Calcium-Oszillationen in mesenchymalen Stammzellen
aus Knochenmark zellulare Prozesse steuern [Dupont, Combettes et al. 2007].
Fur ASCs sind derartige Untersuchungen jedoch nicht bekannt. Auch wurde der
zellulare Informationsaustausch mittels Gap Junctions und deren Beeinflussung
durch NO an Astrozyten, HUVEC- (Humane Endothelzellen aus Nabelschnur-
venen) und HelLa- (Epithelzellen eines Zervixkarzinoms der Helen Lane ge-
nannten Patientin) Zellen untersucht [Bolanos und Medina 1996; Patel, Mitchell

et al. 2006], doch fir ASCs fehlen entsprechende Untersuchungen.

2.2. Calcium

Calcium - chemisches Symbol Ca, Ordnungszahl 20, atomare Masse 40,078 -

ist ein glanzendes silberweil3es Metall. In seinem Elementarzustand kommt es
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in der Natur nicht vor. Hauptséachlich ist Calcium im sedimentaren Gestein als

Bestandteil von Calcit, Dolomit und Gips zu finden.

Calcium ist fur den lebenden Organismus unentbehrlich. Es ist bezogen auf die
Masse im menschlichen Kdrper das funft-wichtigste Element. Fur die Anatomie,
die Physiologie und die Biochemie des Organismus sowie der Zelle spielt es
eine vitale Rolle, insbesondere auch fir die Signalibertragung. Einerseits dient
es als strukturelles Element im Knochen, andererseits ist es insbesondere fir
die physiologischen Vorgange der Zelle erforderlich. In vielen zellularen Pro-
zessen fungiert der Fluss der Calciumionen (Ca**) von und aus dem Zytoplas-
ma als Signal. Das Skelett dient hierbei als mineralischer Speicher und gibt
kontrolliert Calciumionen in den Blutstrom ab. Zirkulierendes Calcium kommt
entweder in freier ionisierter Form vor oder ist gebunden an Blutproteine wie
Serumalbumin. Das von der Nebenschilddriise (Glandula parathyreoidea) ab-
gesonderte Hormon (Parathormon) reguliert die Resorption von Calcium im

Knochen.

Calciumionen sind wahrscheinlich der haufigste Botenstoff unter den sogenann-
ten sekundaren Botenstoffen, die zur SignalUbertragung benutzt werden. Sie
gelangen in das Zytoplasma entweder von aufR3erhalb der Zelle tber die Zell-
membran durch Calciumkandle (wie z.B. Calcium bindende Proteine) oder
werden aus verschiedenen intrazellularen Calciumspeichern freigesetzt. In den
Neuronen sind spannungsabhangige calciumselektive lonenkanéle fur synapti-
sche Ubertragungen von Bedeutung. Das Niveau von intrazellularem Calcium
wird durch Transportproteine reguliert, die es aus der Zelle heraus beférdern.
Calcium, welches in das Zellplasma eindringt, bewirkt eine bestimmte Aktion
der Zelle, die wiederum vom Zelltyp abhéangig ist. Zum Beispiel: die meisten
sekretorischen Zellen setzen durch dieses Signal ihre Vesikel frei, Muskelzellen
kontrahieren, Synapsen setzen synaptische Vesikel frei und gehen Uber in

einen Prozess der neuronalen Plastizitat, etc. [Loffler, Petrides et al. 2007].

2.2.1. IP3 Sighalweg

Der Inositoltriphosphat-Rezeptor (IP3R) ist ein Membranglykoproteinkomplex

der als Ca** Kanal fungiert und durch Inositoltriphosphat (IP3) aktiviert wird. Er
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kommt fast Gberall im Gewebe vor, findet sich aber besonders haufig im Cere-
bellum. Die primare Funktion des IP3 ist die Freisetzung von Calcium aus dem
endoplasmatischem Retikulum (ER) Uber den IP3R. Zytosolisches Calcium
(Cazyf*) bindet an Calmodulin (CaM), Calcineurin und andere Calcium binden-
de Proteine, um eine ganze Reihe von Signalereignissen herbeizufiihren. Das
IP3 bildet sich zusammen mit Diacylglycerol - als Abspaltung von Phosphatidyli-
nositol-4,5-bisphosphate (PIP2) - durch die zu der Familie der Enzyme geho-

rende Phospholipase C.

2.2.2. Diacylglycerol

Diacylglycerol (DAG) ist ein intrazellularer Botenstoff, der sich voribergehend in
Zellen ansammelt, in denen Wachstumsfaktoren aktiv sind. Zellreflexe wie
Wachstum oder Ausdifferenzierung werden durch die Bindung von DAG an
Proteinkinase C (PKC) bewirkt. Erst durch diese Bindung wird die PKC aktiviert.

DAG wird rasch umgewandelt und hat nur einen voribergehenden Effekt. Es
kann zu Phosphoglyceriden phosphorylieren oder durch Hydrolysieren zu Gly-
zerol umgewandelt werden und bildet damit den Vorganger fir zahlreiche Hor-

mone.

2.2.3. Phospholipase C

Unter den intrazellularen Signalleitungswegen kommt dem Signalweg der
Phospholipase C (PLC) eine ganz besondere Bedeutung zu. PLC Signal-
Ubertragungen kommen in verschiedenen Formen vor und spielen eine Schlis-
selrolle im Ubertragungsprozess vieler Rezeptoren. Die Hauptfunktion besteht
in der Hydrolysierung von PIP, zu DAG und IP3;. DAG ist fur die weitere Aktivie-
rung von PKC zustandig, wahrend IP3 zur Freisetzung von intrazellularen Cal-

ciumionen fihrt.
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2.2.4. Calcium-Osazillationen

Calcium-Oszillationen sind in der periodisch kontrahierenden Herzmuskelzelle
und der neuronalen Zelle schon seit langerem bekannt [Morita, Koketsu et al.
1980]. Mitte der 80er-Jahre wurden dann Calcium-Oszillationen in nicht erreg-
baren Oozyten entdeckt [Cuthbertson und Cobbold 1985; Fewtrel 1993]. In den
Folgejahren wurden Calcium-Oszillationen in einer ganzen Reihe von Zelltypen
gefunden, ohne dass deren biologische Funktion zunachst bekannt war
[Schuster, Marhl et al. 2002]. Calcium-Oszillationen sind bisher in Leberzellen
[Prank, Waring et al. 2005], Fibroblasten [Vay, Hernandez-Sanmiguel et al.
2007], Azinuszellen des Pankreas [Menteyne, Burdakov et al. 2006] und Astro-
zyten [Morita, Higuchi et al. 2003] entdeckt worden. lhre Bedeutung liegt im
Zellwachstum, in der Sekretion von Hormonen, in der Aufnahme von Sinnes-
eindrtcken und in der neuronalen Signalgebung [Day, McGuinness et al. 2000;
Clapham 2007].

Spontane Calcium-Oszillationen sind in sich differenzierenden embryonalen
Stammzellen beschrieben worden [Kapur, Mignery et al. 2007; Sauer, Hofmann
et al. 1998]. In mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark wurden sie
erstmals 2002 von Kawano [Kawano, Shoji et al. 2002] untersucht. Seither ist
das Interesse an Calcium-Oszillationen bei mesenchymale Stammzellen stetig
gewachsen [Li, Sun et al. 2005; Li, Deng et al. 2006; Heubach, Graf et al. 2004,
Zahanich, Graf et al. 2005; Kawano, Otsu et al. 2003].

Der Kernprozess der Calcium-Oszillation ist die Calciumfreigabe aus dem Spei-
cher des Endoplasmatischen Retikulums (ER) Uber den Inositoltriphosphat
Signalweg (IP3). IP3 und Diacylglycerol (DAG) entstehen durch die Spaltung von
membranstandigem Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP;) durch Phos-
phoinositid-Phospholipase C (auch Phospholipase C (PLC)). Die verschiedenen
Isoformen der PLC werden entweder durch hormonverkettete Guaninnucleotid-
bindende Proteine (G-Proteine), durch Proteinkinase oder durch das Calcium
selbst [Schuster, Marhl et al. 2002] aktiviert.
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Abb. 2: Intrazellularer Calciumfluss
Schematisches Diagramm der Entstehung von Calcium-Oszillationen durch IP3; Kon-
zentration: zytosolisches Calcium, endoplasmatisches Calcium, mitochondriales
Calcium, proteingebundenes zytosolisches Calcium und extrazellulares Calcium.
(Nach einer Abbildung von http://pinguin.biologie.uni.jena.de/
bioinformatik/Forschung/figs/calcium.PNG)

Die Offnung des IPs-Rezeptors kann entweder in Gegenwart von IP3 oder von
intrazellularem Calcium (Calcium induzierte Calciumfreigabe) geschehen
[Berridge 1993; Bezprozvanny und Ehrlich 1995]. Auf der anderen Seite kann
die Abschaltung des IP3-Rezeptors durch eine hohe Konzentration intrazellula-
ren Calciums hervorgerufen werden [Bezprozvanny und Ehrlich 1995]. Jedoch
ist bis heute nicht genau bekannt, wie andere Vorgange in der Signalkaskade,
wie z.B. die Aktivierung von Proteinkinase C (PKC) durch DAG und Calcium
oder die Phosphorylierung des Inositoltriphosphat Rezeptors (IP3R) durch PKC,
die Offnung des IP3-Rezeptors beeinflussen [Schuster, Marhl et al. 2002]. Somit

sind bisher funf verschiedene Arten von Calciumstromen der Zelle bekannt:
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o Zytosolisches Calcium (Cauy*)

e Endoplasmatisches Calcium (Cae*")
e Mitochondriales Calcium (Cmi?*)
e Zytosolisches Calcium mit Proteinbindung

e Extrazellulares Calcium

In einigen Arbeiten wird der Einfluss des Membranpotentials ebenfalls disku-
tiert, insbesondere bei Zellen, bei denen Calcium ein Aktionspotential auslost
[Schuster, Marhl et al. 2002]. Auch die Frage wie extrazellulares Calcium intra-
zellulare Calcium-Oszillation beeinflusst, ist bisher noch offen [Schuster, Marhl
et al. 2002]. Jedoch ist der Nachweis gefiihrt, dass das Entfernen von extrazel-
lularem Calcium in endodermalen Zellen [Sauer, Hofmann et al. 1998] und in
HelLa-Zellen [Bootman, Young et al. 1996; Sauer, Hofmann et al. 1998] die
intrazellulare Calcium-Oszillation abschaltet. Bei anderen Zelltypen, z.B. Pank-
reaszellen, ist jedoch extrazellulares Calcium fur die Oszillation nicht notwendig

[Zimmermann und Walz 1997].

In keinem der bisher existierenden mathematischen Modelle der Calcium-
Oszillation werden alle funf Méglichkeiten der Calciumstréme gleichzeitig be-
trachtet. Die Modelle unterscheiden sich durch unterschiedliche Anzahl und
Auswahl der moglichen Kombinationen. Im Modell mit der kleinsten Dimension
werden nur zwei der verschiedenen moglichen Calciumstrome beschrieben
[Schuster, Marhl et al. 2002]. In den meisten Arbeiten wird die Frequenz der
Oszillationen und nicht die Amplitude als Informationstrager gesehen [Dupont
und Goldbeter 1998; Goldbeter 1996; Kummer, Olsen et al. 2000; Meyer und
Stryer 1988]. Bei dieser Betrachtungsweise stellt sich das Problem, dass es -
um den Ubergang der Calcium-Oszillation zu einem stabilen Signal mit zellula-
rer Auswirkung erklaren zu kénnen - ein Protein geben muss, welches die ver-
schiedenen Frequenzen unterscheiden kann. Calcium-Oszillationen sind also
ein komplexer Prozess, dem eine wichtige Rolle in der intra- und interzellularen

Signaltibermittlung zukommt.
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2.3. Gap Junctions

Informationen zwischen Zellen kdnnen auf ganz verschiedene Art und Weise
transportiert werden. Die direkte Kommunikation geschieht durch Gap Juncti-
ons. Dies sind Poren in der Zellmembran, die das Zytosol der beiden Zellen zu
einem funktionalen Synzytium verbinden. Zum Beispiel wirken Gap Junctions
als elektrische Synapse bei neuronalen und kardialen Zellen. Die elektrische
Aktivitat durch die Gap Junctions hindurch zeigt ihre Durchl&ssigkeit fur kleine
lonen auf [Hick 1995]. Aber Gap Junctions ermoglichen nicht nur lonenaus-
tausch, sondern auch die Ubertragung ungeladener Molekiile wie Nucleotide,
Aminosauren, Wasser, Glukose etc. Die maximale Diffusion einer Gap Junction

liegt bei einem Molekulargewicht von ca. 1000 Dalton [Gratzl 2004].

Gap Junctions sind komplexe Proteinstrukturen innerhalb der Zellmembran und
zwischen Zellmembranen benachbarter Zellen. Eine einzelne Gap Junction wird
durch zwei Halbkanéle (Hemichannels) konstituiert, die durch je eine der beiden
verbundenen Zellen bereitgestellt wird und die innerhalb des Interzellularraums
miteinander verbunden sind. In Abhangigkeit von unterschiedlichen Proteinen
und deren Struktur stellt sich ein gerichteter oder ungerichteter Transport ein
[Shestopalov und Panchin 2007]. Die innere Struktur von Gap Junctions wird
durch sechs Connexine und deren jeweiligen vier Transmembran-Regionen
gebildet. Diese, Connexon genannte, ringférmige Struktur bildet einen Halbka-
nal. Die Halbkanale kénnen durch gleiche oder durch unterschiedliche Conne-
xine aufgebaut sein, wortiber die Durchlassigkeit der Gap Junction bestimmt
wird [Schmidt, Lang et al. 2005]. In der Nomenklatur der Connexine setzt sich
der Name aus der Abkirzung ,Cx“ und der theoretischen molaren Masse zu-

sammen (z.B. Cx40 = Connexin mit einem Molekulargewicht von 40 kDa).

In den meisten humanen Geweben konnten Gap Junctions nachgewiesen wer-
den. Zu den wenigen Ausnahmen bei denen keine Gap Junctions gefunden
wurden, zéhlen Spermien, Erythrozyten, Thrombozyten und ausdifferenzierte
Skelettmuskeln [Young, Cohn et al. 1987].
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2.4, Stickstoffmonoxid

Das Gas Stickstoffmonoxid, eine chemische Verbindung aus Stickstoff und
Sauerstoff, hat die Summenformel NO. Es hat eine wichtige Bedeutung als
Zwischenprodukt in der Chemischen Industrie und ist allgemein bekannt wegen
seiner Umweltbelastung (,Luftverschmutzung®), da es durch die Verbren-
nungsmotoren von Kraftfahrzeugen, wie auch durch Heizkraftwerke entsteht
und in Verbindung mit Sauerstoff (2 NO + O,) zu Stickstoffdioxid (NO;) oxidiert
[Buttler, Nicholson et al. 2003].

Obwohl von erstaunlich einfacher molekularer Struktur, besitzt NO eine grund-
legende Bedeutung auf dem Gebiet der Neurologie, Physiologie und der Immu-
nologie, da es eine wichtige Rolle im Korper von Lebewesen hat. Es muss
somit nicht verwundern, das NO im Jahre 1992 sogar zum ,Molekil des Jahres*

proklamiert wurde [Culotta und Koshland Jr. 1992].

NO diffundiert frei durch Membranen, da es ein ungepaartes Elektron besitzt
und somit elektrisch neutral ist. Diese Eigenschaft macht NO zu einem idealen
transienten Signalmolekil sowohl zwischen benachbarten Zellen, als auch

innerhalb von Zellen [Stryer, Tasker et al. 1995].

Endogenes NO entsteht biosynthetisch aus der Aminosaure L-Arginin und Sau-
erstoff mittels des Enzyms NO Synthase (NOS) und durch Reduktion inneror-
ganischer Nitrate. Es gibt drei Isoformen des NOS-Enzyms: endothelial (eNOS,
auch: NOS3, NOS-III), neuronal (nNNOS, auch NOS1, NOS-I) und induzierbar
(iNOS auch NOS2, NOS-Il) — jedes mit separaten Funktionen. Das neuronale
Enzym nNOS und die endotheliale Isoform eNOS sind Calcium abhangig und
produzieren eine geringe Menge Gas. Beide Isoformen fungieren als zellulare
Signalmolekile. Die induzierte Isoform INOS ist dagegen von Calcium unab-

hangig und produziert eine héhere Gasmenge, die zytotoxisch sein kann.

Das NO Molekul ist ein freies Radikal (siehe unten ,Reaktive Sauerstoffspezies
und freie Radikale®), womit sich seine hohe Reaktivitat erklart. Gleichwohl hat
es in biologischen Systemen eine Lebensdauer (Halbwertszeit) von einigen

Sekunden.
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NO ist eines der wenigen bekannten gasférmigen Signalmolekile und besitzt
fur Wirbeltiere eine Schlusselstellung als biologischer Botenstoff bei einer Reihe
von biologischen Prozessen. NO ist auch bekannt als ,endothelium derived
relaxing factor” (EDRF) [Buttler, Nicholson et al. 2003]. Das Endothel von Blut-
gefalRen gebraucht NO, um der umgebenden glatten Muskulatur Entspannung
zu signalisieren und darUber Vasodilatation und erhdhten Blutdurchfluss zu
bewirken. Verstéarkt ist die Produktion von NO bei Menschen, die in grol3er
Hohe leben, da es dazu dient Hypoxie zu vermeiden. Nitroglyzerin und Amyinit-
rit dienen als Vasodilatoren, da sie im Korper NO freisetzen. Weitere Auswir-
kungen von NO sind beispielsweise: BlutgefalRdilatation, Erregungsiubertragung

zwischen den Nervenzellen, Veranderung des Haarzyklus und Peniserektion.

NO tragt zur Homo6ostase von Gefal3en bei, in dem es die Kontraktion vaskula-
rer glatter Muskulatur und deren Wachstum unterbindet. Gleichzeitig verhindert
NO die Blutplattchenaggregation und die Leukozytenadhasion zum Endothel.
NO wird auch von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten als Teil des
menschlichen Immunsystems Uber die INOS generiert. Zytotoxische Mengen
des NO werden zur Immunabwehr produziert, denn NO ist fir Bakterien und
andere humane Pathogene toxisch [Furchgott 1999]. Dieses kann unter be-
stimmten Bedingungen zu unerwiinschten Ruckwirkungen fihren: Eine fulmi-
nante Infektion (Sepsis) bewirkt eine exzessive Produktion von NO durch die
Makrophagen, was zur Vasodilatation (Ausweitung der BlutgefalRe) fuhrt; ver-

mutlich einer der Hauptgriinde von Hypotonie (niedriger Blutdruck) bei Sepsis.

NO wirkt auch am Herzmuskel, um die Kontraktionsfahigkeit und die Herzfre-
guenz herabzusetzen. Auch an Reperfusionsschaden kann NO beteiligt sein,
wenn - nach einer zeitweisen Ischamie - mit der Wiederfreigabe des Blutstro-
mes eine Uberhéhte Menge NO produziert wird und diese mit Hyperoxiden

reagieren und das zerstorerische freie Radikal Peroxinitrit produzieren.

Auf zellularer Ebene haben Studien ergeben, dass NO als Regulationsmolekdil
fur Gap Junctions fungiert. Bisher konnte dies fir endotheliale Zellen
[Hundhausen 2003], fur Neuronen [Patel, Mitchell et al. 2006], in der Spermato-

genese [Lee und Cheng 2008], fir retinale Zellen bei Hasen [Xin und Bloomfield
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2000], fir HUVEC und HeLa Zellen [Kameritsch, Khandoga et al. 2005] und fur

Zellen des Neocortex [ROrig und Sutor 1996]) gezeigt werden.

2.5. Reaktive Sauerstoffspezies und freie Radikale

Freie Radikale sind Chemikalien mit einem ungepaartem Elektron auf ihrer
aullersten Schale; zu ihnen gehdren die reaktiven Sauerstoffspezies - eng.
reactive oxygen species (ROS). Letztere sind hochst reaktive lonen des Sauer-
stoffmolekiils und haben folgende Charakteristika : kurze Lebensdauer, chemi-
sche Instabilitdt und ein hohes Reaktionspotential mit anderen Molekilen
[Loffler, Petrides et al. 2007]. ROS werden z.B. bei radioaktiver Strahlung, Ziga-
rettenrauch und Pestiziden vermehrt freigesetzt. Im menschlichen Korper ent-
stehen ROS als Nebenprodukt der Atmungskette in den Mitochondrien. In Mak-
rophagen werden sie zur zellularen Immunabwehr durch die NADPH-Oxidase
[Han, Williams et al. 2001; Rada 2008] gebildet. Auch werden ROS zum Aufbau
einiger korpereigener Hormone bendtigt (z.B. Thyroxin) und spielen eine Rolle
bei den Signalwegen der Zellen [Rhee 1999]. Im physiologischen Zustand be-
finden sich die ROS immer im dynamischem Gleichgewicht mit Antioxidantien
und der NO Produktion. NO und ROS sind im Zellsystem als Gegenspieler
bekannt [Ignarro 2000]. Wohingegen Antioxidantien Stoffe sind, die freie Radi-
kale neutralisieren kénnen, da sie ein Elektron abgeben kénnen ohne selbst
reaktiv zu werden. Zu den bekanntesten Antioxidantien gehéren: Vitamin C und
E, Glutathion, Betakarotin und Koenzym Q. Die Uberproduktion von ROS ist in
der Pathogenese einiger Krankheiten beschrieben worden. Eine Beteiligung
von ROS in Entziindungsprozessen, Fibrose, Karzinogenese, Arteriosklerose
ist in der Literatur zu finden [Ignarro 2000]. Aul3erdem hat ROS einen bedeu-

tenden Anteil an der Zellalterung [Stadtman 1992].
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3. ZIELSETZUNG DER ARBEIT

In dieser Arbeit sollen die Calcium-Oszillationen von ASCs charakterisiert wer-
den. Es gilt zu Uberprifen, ob es - in Hinblick auf Amplitude und Frequenz -
verschiedene Formen von Calcium-Oszillationen gibt und ob sich typische Os-

zillationsformen feststellen lassen.

Es gilt mehr Informationen Uber die intrazellulare Generation der Calcium-
Oszillationen zu erlangen. Folglich ist die Calciumquelle, die fur Oszillation notig
ist und der intrazellulare Signalweg zu bestimmen. Zu diesem Zweck werden
IP;—DAG und PLC untersucht. Nicht zuletzt interessiert auch durch welche
Rezeptoren Calcium-Oszillationen ausgeltst werden. Zu diesem Zweck werden

IP; -Rezeptoren genauer betrachtet.

Das Vorhandensein und die Beteiligung von Gap Junctions an den Oszillatio-
nen wird Uberpraft, um mehr Gber das Verhalten einer ganzen Zellpopulation im

Hinblick auf deren Kommunikation als Gruppe zu erfahren.

Auch NO und seine Wirkungen als Regulator der Permeabilitdt der Gap Juncti-
ons wird untersucht. In diesem Zusammenhang gilt es, sowohl NOS-Inhibitoren,

Radikalfanger, als auch NO Donatoren zu betrachten.

Diese Untersuchungen geben Einblick in die Charakteristika, die Generation
und die Mdoglichkeiten der Veranderung von Calcium-Oszillationen undifferen-
zierter Stammzellen. Deren Oszillationen sind — so die gangige These [Sun,
Lipsky et al. 2006; Pierce, Murphy et al. 2007] nicht nur eine Kommunikations-
form, sondern dartber hinaus fur die Entwicklung und Ausdifferenzierung der
ganzen Population bestimmend, da nach der Ausdifferenzierung keine Calcium-

Oszillationen mehr nachzuweisen sind.



20

3. Zielsetzung der Arbeit
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4. MATERIAL UND METHODEN

4.1. Material

4.1.1. Firmen

e Becton Dickinson GmbH, 69126 Heidelberg, Deutschland

e Calbiochem-Novabiochem GmbH, 65796 Bad Soden, Deutschland
e Eppendorf, 22339 Hamburg, Deutschland

e Gilson International B.V., 65520 Bad Camberg, Deutschland
e Greiner Bio-One GmbH, 72636 Frickenhausen, Deutschland
e Heidolph Elektro GmbH, 93309 Kelheim, Deutschland

e Heraeus Instruments, 63452 Hanau, Deutschland

e Hirschmann® Laborgerate, 74246 Eberstadt, Deutschland

e Invitrogen, 76131 Karlsruhe, Deutschland

e Leica, 64625 Bensheim, Deutschland

e Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA

e Roth, 76231 Karlsruhe, Deutschland

e PAA, 35091 Colbe, Deutschland

e Sarstedt, 51588 Numbrecht, Deutschland

e Sartorius, 37075 Géttingen, Deutschland

e Sigma (-Aldrich), 82024 Taufkirchen, Deutschland

e Zeiss, 07745 Jena, Deutschland

4.1.2. Gerate und Laborbedarf

Gerat Firma

24-Multiwell Schalen Falcon™, Greiner
Deckglaser Roth

Immersionsol Roth

Inkubator HERAcell® 240, Kendro
Lichtmikroskop Zeiss®
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Gerat Firma
Konfokales Laser Mikroskope TCS SP2 | Leica
Kryordhrchen Biochrom
Mikro Réhrchen 1,5 ml Sarstedt
Objekttrager Roth

pH Meter digital Sartorius

Pipetten: (Standard)

Pipetus® (Hirschmann®)

- (Plastik) Becton Dickinson
- (Glas) Roth
Pipettiergerat -Pipetman® Gilson

Sterilbank Heraeus®

Vortexer Heidolph

Waage Sartorius

Wasserbad Hirschmann

Zellkulturflaschen

Falcon™ Greiner

Zellkulturréhrchen

Greiner

Zentrifuge

Labofuge® 300, Heraeus®

Tab. 1: Verwendete Gerate und Hersteller/Lieferant

4.1.3. Chemikalien und Medien fir die Zellkultur

4.1.3.1. Chemikalien
Type Firma
HAM’s F-10 mit Glutamin PAA, Sigma
Trypsin/EDTA Invitrogen
MEM Aminoséuren Biochrom
Penicillin / Streptomycin PAA
L- Glutamin PAA
B-Mercaptoethanol Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Calbiochem
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Type Firma

Fotales Rinderserum (FBS) Sigma

Tab. 2: Verwendete Chemikalien fur die Zellkultur und Hersteller/Lieferant

4.1.3.2. Medien

HAM’s F-10 Medium

Das HAM’s F-10 Medium ist urspringlich fur Zellen aus den Ovarien chinesi-
scher Hamster (CHO) entwickelt worden. Heutzutage wird es jedoch fur vielfal-
tige andere Zellen eingesetzt, unter anderem fir adulte Stammzellen. Fir die
Versuche zu dieser Arbeit wurde dem Medium Aminoséure, Antibiotika, Mer-
captoethanol und hitzeinaktiviertes fotales Rinderserum hinzugefiigt. Die Inakti-
vierung des Rinderserums wurde durch eine Erhitzung auf 56 °C fir die Dauer

von 35 Minuten bewirkt.

Die genaue Zusammensetzung des in den Versuchen verwendeten HAM’s F-10

Nahrmediums ist wie folgt:

500 ml HAM’s F-10 mit L-Glutamin
10 % Fotales Rinderserum (hitzeinaktiviert)
5ml B-Mercaptoethanol (0,1 mM)
1% MEM Aminosaure (2 mM)
2,5 ml L-Glutamin (2 mM)
2,5 ml Penicillin / Streptomycin (100 M/ml)

Tab. 3: Zusammensetzung des verwendeten HAM’s F-10 Nahrmediums

Gefriermedium

Das Medium zum Einfrieren der Zellen setzt sich wie folgt zusammen:

50 % Foétales Rinderserum (hitzeinaktiviert)
40 % HAM’s F-10 Nahrmedium
10 % DMSO

Tab. 4: Zusammensetzung des verwendeten Gefriermediums
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4.1.4. Chemikalien fir die Experimente

Type Name Hersteller
NOS-Inhibitor L-NAME Calbiochem
L-NMMA Calbiochem
ETU Calbiochem
DPI Calbiochem
NO Donator SNP Calbiochem
SNAP Calbiochem
Radikalfanger NMPG Sigma
Trolox Calbiochem
Rutin Calbiochem
Luteolin Calbiochem
Gap Junction Inhibitor 1-Heptanol Sigma
Carbenoxolone Sigma
IP3 Inhibitor 2-APB Sigma
NADPH-Oxidase Inhibitor Apocynin Calbiochem
Phospholipase C Inhibitor U-73122 Calbiochem
Kontrolle hierzu U-73343 Calbiochem
SERCA Inhibitor Thapsigargin Calbiochem
Kreuzprobe DMSO Sigma
Medium (HAM’s F-10) PAA, Sigma
Fluoreszenzfarbstoffe Fluo-3 AM¥ Molecular Probes
Fluo-4 AM" Molecular Probes
Calcein AM Molecular Probes

Tab. 5: Verwendete Chemikalien fir die Experimente und Hersteller/Lieferant
*) Die Produktion und der Verkauf von Fluo-3 AM wurde wahrend der Versuche einge-
stellt. Der Hersteller hat es durch das Nachfolgeprodukt Fluo-4 AM ersetzt.
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4.1.4.1. NOS-Inhibitoren

L-NAME

N®-Nitro-L-Arginin-Methyl-Ester (L-NAME) ist ein zellpermeables Analogon von
eNOS mit vergleichsweise langsamer reversibler Enzymhemmung [Rees,
Palmer et al. 1990].

Abb. 3: Strukturformel L-NAME

L-NMMA

NC- Mono Methyl-L-Arginin (L-NMMA) ist ein zellpermeables Analogon von
Arginin und ein kompetitiver Inhibitor aller drei NOS-Isoformen [Reif und
McCreedy 1995].
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Abb. 4: Strukturformel L-NMMA

ETU

2-Ethyl-2-thiopseudourea, Hydrobromide (ETU) - anderweitig auch mit Ethyl-TU
abgekurzt - ist ein zellpermeabler kompetitiver Inhibitor des humanen endothe-
lialen, neuronalen und induzierbaren NOS-lsoenzyms [Southan, Szabo et al.
1995].




26 4. Material und Methoden
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Abb. 5: Strukturformel ETU

DPI

Diphenyliodoniumchlorid (DPI) ist ein zellpermeabler irreversibler Inhibitor der
eNOS. Durch die Unterdriickung von Flavoproteinen wirkt es auch als Enzym-
hemmer fur die NADPH-Oxidase [O'Donnell, Tew et al. 1993].

|+

*Cl

Abb. 6: Strukturformel DPI

4.1.4.2. NO Donatoren

SNP

Nitroprussid-Natrium-Dihydrat - im angelsachsischen sodium nitroprusside
dihydrate (SNP) - ist ein potenter NO Donator [Kowaluk, Seth et al. 1992].
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Abb. 7: Strukturformel SNP
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SNAP

S-Nitroso-N-Acetyl-Penicillamin (SNAP) ist ein NO Donator, der merklich die
|6sliche Guanylatcyclase aktiviert [Henry, Drummer et al. 1989].

O=N—S

Abb. 8: Strukturformel SNAP

4.1.4.3. Radikalfanger

N-(2-Mercapto-propionyl)-glycin

N-(2-Mercapto-propionyl)-glycin (NMPG) - auch als Tiopronin bezeichnet - ist
ein zellschitzendes Antioxidans. Es vermindert ROS, indem der Pool zelleige-

ner Radikalfanger erhéht wird [De Flora, Izzotti et al. 1991].

\/%( OH
@)

Abb. 9: Strukturformel N-(2-Mercapto-propionyl)-glycin

Trolox

Trolox, 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure ist ein Analogon
zu a-Tocopherol. Als ein zellpermeables Vitamin E-Derivat ist es ein wirksames
Antioxidans [Wu, Hashimoto et al. 1990].
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Abb. 10: Strukturformel Trolox

Rutin

Rutin - Quercetin-3-O-rutinosid - Vitamin C, - ist ein polyphenolisches Flavo-
noid, das als Antioxidans wirkt. Es kann die Peroxid-Produktion in Gliazellen
abschwéchen, in dem es als freier Radikalfanger agiert. Auch werden Nieren-
zellen durch Rutin von oxidativen Schaden geschiitzt [Van Acker, Tromp et al.
1995].

Abb. 11: Strukturformel Rutin

Luteolin

Luteolin, 3',4',5,7-Tetrahydroxyflavone ist ein nicht oxidierendes Flavonoid und
ein freier Radikalfanger. DarUber hinaus ist interessant, dass es bei Leberzellen
von Ratten die Aktivitat der zytosolischen Glutathion S-Transferase unterbindet
[Korkina und Afanas'ev 1997].
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Abb. 12: Strukturformel Luteolin

4.1.4.4. Gap Junction Inhibitoren

1-Heptanol

1-Heptanol ist ein Alkohol, der die Gap Junctions unterbindet und die zellulare
Kommunikation blockiert, ohne dabei die Natriumkanalaktivitéat signifikant zu
verandern [Christ, Spektor et al. 1999]

/\/ WOH

Abb. 13: Strukturformel 1-Heptanol

Carbenoxolone

Carbenoxolone (CBX) - auch Glycyrrhetinhemisuccinate-Dinatrium - ist ein
mittelgradig lipophiles Glycyrrhetinsdure Derivat, von dem bekannt ist, dass es
direkt als Entkoppler auf Gap Junctions wirkt, ohne jedoch die lonenkanéle zu

beeinflussen [Davidson und Baumgarten 1988].

Abb. 14: Strukturformel Carbenoxolone
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4.1.45. IP3 Inhibitoren

2-Aminoethyl-diphenyl-borat

2-Aminoethyl-diphenyl-borat (2-APB) ist ein membrandurchlassiger Modulator
fur die intrazellulare 1Ps-induzierte Calciumfreigabe [Maruyama, Kanaji et al.
1997].

Abb. 15: Strukturformel 2-Aminoethyl-diphenyl-borat

41.4.6. NADPH-Oxidase Inhibitor

Apocynin

Apocynin - 4-Hydroxy-3-methoxyacetophenon - zahlt zu den zelldurchlassigen
Katecholaminen und verhindert selektiv die NADPH-Oxidase. Aul3erdem ver-
hindert es die intra- und extra-zytoplasmatische ROS Produktion [van den
Worm, Beukelman et al. 2001].

OH

Abb. 16: Strukturformel Apocynin

4.1.4.7. Phospholipase C Inhibitor und Kontrollsubstanz

U-73122

Der Inhibitor U-73122, ein Aminosteroid, inhibiert die PLC und dartber die Hyd-
rolyse des Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphats (PIP2) zu IP3. Die Aktivierung
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der PLC wird unterbunden, indem die Ankoppelung von G-Proteinen unter-
druckt wird. Jedoch bleibt die Produktion von cAMP unveréandert [Yule und
Williams 1992].

T
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Abb. 17: Strukturformel U-73122

U-73343

U-73343 ist ein zelldurchlassiges Analogon des U-73122, welches als sehr
schwacher Inhibitor der PLC fungiert. Es wird als Negativkontrolle genutzt [Yule
und Williams 1992].
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Abb. 18: Strukturformel U-73343

4.1.4.8. SERCA Inhibitor

Thapsigargin

Thapsigargin, ein Extrakt der Pflanze Thapsia Garganica, ist ein zelldurchléssi-

ges Lacton, das die Calcium ATPase im endoplasmatischen Retikulum unter-
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bindet. Es vermehrt weder IP3, noch hat es einen signifikanten Effekt auf die
Proteinkinase C [Thastrup, Cullen et al. 1990].

Abb. 19: Strukturformel Thapsigargin

4.1.4.9. Kreuzprobe

Dimethylsulfoxid

Dimethylsulfoxid (DMSO) ist ein organisches Losungsmittel welches zum Zell-
schutz bei Gefrierprozessen eingesetzt wird. Es verhindert die Bildung von
Eiskristallen, die Dehydration, die pH-Anderung und die Denaturierung von

Proteinen. DMSO ist bei Raumtemperatur toxisch fur Zellen.
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Abb. 20: Strukturformel Dimethylsulfoxid

4.1.4.10. Fluoreszenzfarbstoffe

Fluoreszierende Substanzen absorbieren Licht einer bestimmten Wellenlénge,
wobei einige Elektronen angeregt werden. Die so absorbierte Energie kann in
Form von Warme und Licht wieder abgegeben werden [Probes 1996; Schild
1996]. Die Fluoreszenz hat ein niedrigeres Energieniveau und eine langere
Wellenlange als das anregende Licht. Wenn das anregende Licht in der Wellen-
lange und der Intensitat konstant ist, sind auch alle emittierten Photonen linear

zur Anzahl der fluoreszierenden Molekile. Die Intensitat der Fluoreszenz kann
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mittels eines lichtempfindlichen Photovervielfachers (eng. photomultiplier) ge-

messen werden.

Fluo-3 AM und Fluo-4 AM

Diese beiden Fluoreszenz-Calcium-Indikatoren sind zelldurchléassige Farbstoffe.
Sie werden durch Licht im sichtbaren Spektrum (Wellenlange 488 nm) angeregt
und haben eine hohe Affinitat zu Calcium. Mit den Fluofarbstoffen lasst sich
schnell und sicher der intrazellulare Calciumfluss darstellen. Zum Einsatz kom-
men diese Stoffe besonders in der zeitlich-dynamischen Darstellung von Cal-
ciumsignalwegen. Fluo-3 AM und Fluo-4 AM treten durch die Zellmembran in
die Zelle ein, erst im Zytosol werden sie hydrolisiert und funktionsfahig. Sie
kénnen dann Calciumionen mittels Chelaten binden. Je mehr Calcium gebun-
den wird, desto mehr Fluoreszenz wird dann bei einer Wellenlange von 515 nm
abgegeben. Fluo-4 AM ist das Nachfolgeprodukt von Fluo-3 AM, das im Laufe
der Versuche nicht mehr vom Hersteller vertrieben wurde. Im Weiteren wird
nicht mehr zwischen den Produkten unterschieden; sie werden zusammenfas-
send als ,Fluo-3/-4 AM* bezeichnet.

Abb. 21: Strukturformel Fluo-3 AM
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Absorption
Fluoreszensemission
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Abb. 22: Spektrum Fluo-3 AM (Nach einer Vorlage des Herstellers)
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Abb. 23: Strukturformel Fluo-4 AM
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Abb. 24: Spektrum Fluo-4 AM (Nach einer Vorlage des Herstellers)

Calcein

Calcein ist ein zelldurchléassiger, zunachst nicht fluoreszierender und hydropho-
ber Stoff, welcher in der Zelle von zytoplasmatischen Esterasen schnell hydroli-
siert wird. Die darauf entstehende Zellmembran-undurchlassige, hydrophile

Substanz ist das dann fluoreszierende Calcein. Licht von 494 nm Wellenlange
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stellt das Anregungsmaximum dar und das Emissionsmaximum liegt bei
517 nm.
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Abb. 25: Strukturformel Calcein AM
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Abb. 26: Spektrum Calcein AM (Nach einer Vorlage des Herstellers)

4.2. Methoden

4.2.1. Die Zellkultur von ASCs

Die Isolation der verwendeten Primarzellen wurde nach einem bewéhrten Ver-
fahren durchgefiihrt, das der Mitarbeiter Dr. Steffen fir eigene Arbeiten [Steffen
2008] im Labor der AG Prof. Sauer - Physiologisches Institut Fachbereich Me-
dizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en - benutzt und etabliert hat. Die Ge-
webeentnahme wurde mit Einverstandnis der Patienten und mit Zustimmung
der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Giel3en durch-

gefuhrt. Die Schritte im Einzelnen:
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Das von Patienten extrahierte Fettgewebe wird mechanisch zerkleinert und mit
einer Natrium-Chlorid-Losung dilutiert. Nach einigen Waschungen, um die Blut-
rickstande zu beseitigen, schwimmen die Fettzellen an der Oberflache dieser
Losung. Danach werden die Fettzellen mittels Enzymen (Liberase) bei 37 °C
verdaut und die Stammzellen vom Fettgewebe separiert. Dazu wird das oben
schwimmende Fettgewebe abgenommen. Nach Zentrifugation, zum Zwecke
der Konzentration, sind die Stammzellen fur den Gebrauch als Zellkulturen

aufbereitet.

.‘.-—0'

Abb. 27: ASCs in einer Zellkultur
Dieses Foto zeigt einen subkonfluenten Zellrasen von undifferenzierten ASCs. Die
Zellen werden in einer T-25-Zellkulturflasche aufbewahrt und der Medienwechsel mit
HAM’s F-10 -Medium wird alle 48 Stunden durchgefihrt.
(Foto der optischen Mikroskopie von der Autorin)

421.1. Das Einfrieren von ASCs

Die - wie zuvor beschrieben - gewonnenen Stammzellen kénnen in flissigem
Stickstoff bei -196 °C langerfristig aufbewahrt werden. Hierzu sind die folgenden

vorbereitenden Arbeiten nétig:

Zunéchst wird das Medium der ASCs entfernt, und die Zellen werden in 2 ml,
auf 37 °C angewarmter, Trypsin/EDTA-L6sung (0,2% Trypsin) einmal gewa-
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schen. Im Folgenden werden die Zellen mit 5 ml derselben Losung inkubiert
und anschliel3end aus der T-25-Zellkulturflasche in ein 15 ml Falcon-R6hrchen
uberfihrt. Durch Hinzufuigen von 9 ml HAM’s F-10 Medium wird die Wirkung der
Trypsinlésung abgestoppt. Nach dem Zentrifugieren mit 160 G fur die Dauer
von 5 Minuten kann der Uberstand abpipettiert werden und die ASCs werden in
5ml eiskaltem Gefriermedium resuspendiert. Nach mehrmaligem Hin- und
Herpipettieren zum Durchmischen wird jeweils 1 ml der Losung in vorgekuhlte,
auf Eis gelagerten Kryorohrchen geflllt. Die so vorbereiteten Kryorohrchen
werden far mindestens 2 Stunden bei —20°C gelagert, bevor sie fir
24 Stunden zunéchst auf — 80 °C heruntergekihlt werden. Danach kdnnen sie
in einem Tank mit flissigem Stickstoff bei ca. — 196 °C eingelagert werden.

4.2.1.2. Das Auftauen von ASCs

Zum Auftauen von ASCs werden die Kryoréhrchen aus dem Stickstofftank
entnommen und bei 37 °C im Wasserbad unter stetiger Bewegung in ca. 1 bis
2 Minuten aufgetaut. Da DMSO, ein Inhaltsstoff des Gefriermediums, zelltoxisch
ist, muss der Auftauvorgang schnell durchgefuhrt werden. Der Inhalt der Kryo-
rohrchen wird mit 10 ml HAM's F-10 -Medium verdinnt und in ein 15 ml Falcon-
Rohrchen Ubertragen. Nachdem die Zellen fur 5 Minuten bei 160 G zentrifugiert
sind und nach Abnahme des Uberstandes werden die Zellen mit 10 ml
HAM’s F-10 -Medium in eine T-25-Zellkulturflasche transferiert. Die aufgetauten

ASCs konnen abschliel3end in eine regulare Zellkultur tbernommen werden.

4.2.1.3. Die Kultivierung von ASCs

ASCs werden mit 10 ml HAM’s F-10-Medium in T-25-Kulturflaschen kultiviert.
Die Kultivierung erfolgt im Inkubator bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtig-
keit. Der Wechsel des Nahrmediums erfolgt alle 48 Stunden. Hierbei wird das
alte Medium abpipettiert und 10 ml frisches, auf 37 °C temperiertes
HAM’s F-10-Medium, ohne den Strahl Uber die Zellschicht zu richten, aufpipet-
tiert. Die Zellkultivierung wird alle 2 Tage mittels optischem Mikroskop auf ihren
Konfluenzgrad hin kontrolliert und bei einem Konfluenzgrad von ca. 95 % pas-

sagiert.
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42.1.4. Das Passagieren von ASCs

Zum Uberfiihren der ASCs in eine neue Passage werden die Zellen einmal mit
2ml Trypsin/EDTA-L6sung (0,2 % Trypsin) gewaschen und danach far
5 Minuten mit 5 ml derselben LOsung inkubiert. Im Folgenden wird nach mehr-
maligem Auf- und Abpipettieren zum Durchmischen die Halfte der Zellsuspen-
sion in eine T-25-Flasche tberfihrt und mit 8 ml HAM’s F-10-Medium aufgefuillt,
um die Wirkung des Trypsin abzustoppen. Mit der zweiten Halfte der Zellsus-
pension kann ebenso verfahren werden oder - nach entsprechender Vorbe-

handlung - eingefroren, verworfen oder fur Versuche ausplattiert werden.

4.2.1.5. Das Ausplattieren von ASCs

Zur Vorbereitung der ASCs fur Experimente wird eine 24-Lochplatte mit Glas-
plattchen besttickt und mit 24 x 1 ml HAM’s F-10-Medium aufgefillt. Nach dem
Passagieren der Zellen wird eine Héalfte der Trypsin/EDTA-Zellsuspension auf
die vorbereitete 24-Lochplatte verteilt (ca. 200 pl pro Loch). Innerhalb von
24 Stunden sind die ASCs an den Glasplattchen festgewachsen und sind nun

bereit fir Experimente.

42.1.6. Das Anfarben mit Fluoreszenzfarbstoffen

Fluo-3/-4 AM

Eine Vorratslosung des Fluo-3/-4 AM-Farbstoffes mit einer Konzentration von
10 mM wird durch Suspension in 100 ul DMSO und 0,02 g Pluronic hergestellt.
Fur die Experimente werden jeweils 2 pl der Vorratslosung in 1 ml des
HAM’s F-10-Mediums aufgel6st, um damit eine Konzentration von 20 uM zu
erreichen. 500 ul des so hergestellten Farbstoffes wird pro Vertiefung der
24-Lochplatte verwendet. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten werden
die Zellen auf den Glasplattchen im HAM’s F-10-Medium auf Objektivtrager

Ubertragen.
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Calcein

Die Calcein Vorratsldsung mit einer Konzentration von 10 uM wird durch eine
Verdinnung mit 5 pl DMSO hergestellt. Fur die Experimente wird 1 pl der Vor-
ratslosung zu jeweils 2 ml HAM’s F-10-Medium gegeben, um dann in der Kon-
zentration von 5 pM vorzuliegen. Es werden 200 pl pro Vertiefung der 24-Loch-
platte verwendet. Nach 30 minutiger Inkubation sind die ASCs flr Experimente

verwendungsberetit.

42.1.7. Die konfokale Scanner-Lasermikroskopie

In der konfokalen Scanner-Lasermikroskopie werden Bilder von 3D-Proben
abgebildet, ohne das Praparat durch z.B. histologische Schnitte zuvor zu zer-

storen. Das Arbeitsprinzip bei Fluoreszenzanwendungen ist wie folgt:

Laser-Licht einer spezifischen, auswahlbaren Wellenlange dient zur Anregung
von Fluoreszenzfarbstoffen. Das Anregungslicht wird Uber bewegliche, im kHz
Bereich arbeitende Abtastspiegel (scanning mirrors) als hochfokussierter Punkt
durch das Objektiv hindurch rasterformig tUber das Praparat in der x- und
y-Achse gelenkt. Das Préparat sendet von diesem angeregten Punkt Emis-
sionslicht durch dasselbe Objektiv zurtick. Das Objektiv und die variable, konfo-
kale Lochblende mit einem Durchmesser, typisch kleiner 50 um, bewirken zu-
sammen, dass nur Licht der Fokusebene zum Detektor gelangen kann. Da
zudem der dichroische Spiegel das kurzwellige Anregungslicht vom langwellige-
ren Emissionslicht trennt, ergibt sich eine weniger gestérte Erfassung der Fluo-
reszenzstarke durch den Detektor. Somit wird ein besseres Signal / Rausch-
Verhéltnis erzielt und damit eine weitere Erhéhung von Kontrast bzw. Auflo-
sung. Das vom Detektor fir jeden Rasterpunkt der gescannten x- und y-Achse
ermittelte Licht wird von einem Computer als Rasterdaten aufgezeichnet. So
entsteht ein Gitternetz mit Fluoreszenzwerten einer Fokusebene. Durch Veran-
derung der Fokusebene — also der z-Achse - flr einen weiteren Rasterdurch-
gang kann ein weiteres Gitternetz mit Fluoreszenzwerten einer anderen Ebene
aufgenommen werden. Bei dieser Technik spricht man auch von ,Optischen
Schnitten®.
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Abb. 28: Prinzipzeichnung eines konfokalen Scanner-Lasermikroskops
Veranderte Darstellung nach einer Zeichnung unter ,http://www.uni-
kassel.de/fb19/cellbio/wwwSeiten/Clsm01.htm*

Aber nicht nur die im Vergleich zum optischen Mikroskop deutlich verbesserte
Auflésung und die Mdglichkeit der ,Optischen Schnitte“ sind ein Vorteil der
konfokalen Scanner-Lasermikroskopie, sondern auch die vergleichsweise
schonende Behandlung der zu untersuchenden Probe. Da der Laser nur kurz-
zeitig - fur Millisekunden - die Fluoreszenz eines kleinen, ausgesuchten Areals
anregt - und andere Bereiche nicht bestrahlt werden - sind die gerade nicht

gescannten Areale somit auch nicht ausgebleicht oder anderweitig verandert.

Fur die Versuche der vorliegenden Arbeit wurde ein Krypton/Argon-Laser mit
den Wellenlangen 458 nm und 488 nm eingesetzt. Alle Bilder wurden mit dem
Leica Konfokal-Mikroskop TCS SP2 und der Leica Software ,ScanWare* aufge-
nommen und mit der Software des Mikroskops ausgewertet. Zur Weiterverar-

beitung und Aufbereitung wurden Bilder und Daten exportiert und mit einem
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Bildverarbeitungsprogram nachbearbeitet bzw. mit Excel (Microsoft) ausgewer-
tet.

Der Leica Live-Data-Mode

Fur dynamische Untersuchungen und Experimente an lebenden Zellen steht
der Leica ,Live-Data-Mode* zur Verfugung. In diesem Betriebsmodus des Mik-
roskops konnen die Auswirkungen von gesteuerten Einflissen auf lebende
Organismen durch das Setzen von Ereignismarkern verfolgt werden. Der

grundsatzliche Untersuchungsablauf verlauft wie folgt:

Zunachst werden fur den Versuch die grundlegenden Parameter fir die Mikro-
skopie, insbesondere die Wellenlange des Lasers eingestellt. Nach dem Einfar-
ben der ASCs mit einem fluoreszierenden Calciumindikator werden diese mit
HAM’s F10 unter das Mikroskop gebracht. Unter Bildbetrachtung werden dann
20 bis 30 Zellen in zufalliger Verteilung als Untersuchungsregionen (region of
interest Abk. ROI) markiert. Dann wird der Live-Data-Mode gestartet. Die Bildra-
te der Versuche variiert dabei zwischen 3 bis 8 s/Bild. Fir die ersten Versuche
betragt die Bildrate zunachst ca. 3 s/Bild. Die feine zeitliche Auflésung mit vie-
len Frames ergibt eine hohe Datenmenge. Da sich klar ergibt, dass die Spikes
der Calcium-Oszillationen typisch 130 Sekunden (x 60 Sekunden) auseinander
liegen, wird zur Reduzierung der Datenmenge die Framerate auf bis zu ca.
8 s/Bild ausgeweitet. Nach ca. 400 bis 1000 Sekunden wird Uber die Software
ein Ereignismarker ,Change“ gesetzt und gleichzeitig die Untersuchungssub-
stanz den ASCs zugefuhrt. FUr ca. 400 bis 1000 Sekunden werden die Zellen
dann weiter beobachtet, bevor die Laser-Mikroskopie beendet werden kann.
Die Zugabe von Untersuchungssubstanzen ist in jedem Fall ungefahr in der

Mitte der protokolierten Mikroskopie angesiedelt.

Die Software liefert unter anderem ein Kurvendiagramm der Fluoreszenzwerte
aller ROls, die bei rhythmischer Amplitudenschwankung die Calcium-Oszillation
der markierten Zellen anzeigt. Der im Diagramm ebenfalls angezeigte Change-
Marker erlaubt eine visuelle Beurteilung in Hinblick, ob Anderungen der rhyth-
mischen Amplitudenschwankungen mit der Zufuhr der Untersuchungssubstanz

zeitgleich bzw. leicht zeitverzdgert eingetreten sind.
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Der Leica FRAP-Mode

Eine Methode um den Durchgang von Molekulen durch die Gap Junctions zu
bestimmen ist das Ausbleichen von einzelnen Zellen und die Messung des
Ruckstroms durch die Gap Junctions. Dieses Verfahren wird ,fluorescence
recovery after photobleaching” (FRAP) genannt [Meyvis, De Smedt et al. 1999].

Um FRAP anwenden zu kdnnen, muss vorbereitend ein Fluoreszenzmarker an
das interessierende Molekil kovalent angebunden werden. Dann werden diese
Fluoreszenzmolekile einzelner ausgewahlter Zellen durch Laserlicht geringer
Intensitat zundchst soweit angeregt, dass sie zu fluoreszieren beginnen. Nach
Erreichen dieser Startbedingung wird auf dieselben ausgewéhlten Zellen ein
gezielter Laserimpuls hoher Energiedichte gerichtet, der die Molekile zerstort.
Diese horen dadurch auf zu fluoreszieren. Die so gebleichten Zellen sind jedoch
von Zellen mit intakten Fluoreszenz-Molekilen umgeben. Die Einwanderung
solcher fluoreszierenden Molekile in die gebleichte Zelle kann die Fluoreszenz
dieser Zelle wieder herstellen. Zwei Parameter kdnnen mit der FRAP-Methode

dabei erfasst werden:

e Welche Starke der Fluoreszenz stellt sich mit der Einwanderung in Rela-
tion zur Startbedingung wieder her.
e In welcher Zeit wandern die Fluoreszenz-Molekiile in die gebleichte Zelle

ein.

Mit diesen kinetischen Parametern der FRAP-Methode kann an lebenden Zel-
len die Diffusion und der Transport von Molekilen Uber Zellmembranen erfasst

werden.

Bei den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zu der Gap Junction Regulati-
on mittels der FRAP-Technik sind ASCs mit dem Fluoreszenzmarker Calcein,
wie weiter oben beschrieben, angefarbt worden. FiUr die ROIs dauert die Zeit
vor der Bleiche zur Herstellung der Startbedingung 5 Sekunden bei einer Laser-
intensitat von 15 %. Die Bleichphase zur Zerstérung der Fluoreszenz-Molekiile
betragt 2 Sekunden bei 100 % Laserintensitat. Die Beobachtungszeit nach der

Bleiche bemisst sich auf mindestens 20 Sekunden, in der die Wiederaufnahme
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der Fluoreszenz als Prozentsatz der Startbedingung gemessen wird. Durch den
Einsatz von NOS-Inhibitoren (DPI und L-NAME) und des Gap Junction Blockers
(1-Heptanol), in identischer Konzentration wie diese in den Versuchen mit dem
Live-Data-Mode zur Anwendung gelangen, ergibt sich mit FRAP eine ausge-
zeichnete Kontrollmdglichkeit die Gap Junction Durchlassigkeit zu untersuchen.

4.2.2. Versuchsanzahl und statistische Signifikanz

Aus den Zellkulturen der ASCs wurden fur die Versuche, einschlief3lich Kontrol-
len, die Passagen 2 bis 10 verwendet. Sowohl in den Spontanoszillationen, wie
auch in den Versuchen, zeigen sich keine Unterschiede der eingesetzten Pas-

sagen.

Alle Versuche im Live-Data-Mode wurden mindestens vier Mal durchgefihrt
(siehe Tab. 6). Die Anzahl der definierten ROIs pro Versuch liegt bei jeweils 20
bis 30 Zellen.

Bei den Untersuchungen mit der FRAP-Technik wurden fir jeden Versuchs-
durchgang mindestens 50-mal Bleichvorgange an Zellen durchgefuhrt. Der
Diffusionskoeffizient des Transportes Uber die Membran wurde nach der Me-

thode von Koppel [Koppel 1979] mit den folgenden Gleichungen bestimmt:
F(Ax,t) = Fo{[1-Boz(t)] exp [-(AX)*/w(t)]} - {(1-B)o exp [-Ax)*/wo’]} 1)
a, = ao/(1+t/1p) (2
Tp = w02/4D (3)

wobei B die Grolke der mobilen Fraktion - Molektle die durch Diffusion oder
aktiven Transport in das ausgebleichte Areal gelangen - darstellt, ap eine Kon-
stante ist, die das Ausmal des Bleichens beschreibt, wg ist der 1/e Radius des

Laserstrahls, 1p ist die Diffusionszeit, und D der Diffusionskoeffizient ist.

Zusammenfassende Resultate werden mit dem arithmetischem Mittelwert und
der zugehorigen Standardabweichung (SD) dargestellt. Die statistische Signifi-

kanz wurde mittels ,Student-T-Test“ ermittelt und wie folgt klassifiziert:
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e *p<0.05 = ,signifikant®

e **p <0.01 = ,hoch signifikant®

e **pn <(0.001 = ,extrem signifikant®

42.2.1. Experimente
Type Name Konzen- Hersteller | Anzahl der
tration Experimente
NOS-Inhibitor L-NAME 50 uM | Calbiochem 7 *
L-NMMA 100 pM | Calbiochem 6
ETU 100 uM | Calbiochem 8
DPI 10 uM | Calbiochem 7 *
NO Donator SNP 100 uM | Calbiochem 7
SNAP 100 uM | Calbiochem 6
Radikalfanger NMPG 100 uM | Sigma 7
Trolox 100 uM | Calbiochem 6
Rutin 100 uM | Calbiochem 5
Luteolin 100 uM | Calbiochem 4
Gap Junction Inhi- | 1-Heptanol 2,5mM | Sigma 4 *
bitor
Carbenoxo- 100 uM | Sigma 5
lone
IP3 Inhibitor 2-APB 10 uM | Sigma 4
NADPH-Oxidase Apocynin 1 mM | Calbiochem
Inhibitor
Phospholipase C U-73122 20 uM | Calbiochem 4
Inhibitor
Kontrolle U-73433 20 uM | Calbiochem 4
SERCA Inhibitor Thapsigargin 10 uM | Calbiochem 4
Kreuzprobe DMSO 12,8 uM | Sigma 5
Medium PAA, Sig- 4 *
(HAM’s F-10) ma

Tab. 6: Typ und Anzahl der durchgefiihrten Experimente

*) Versuche auch mit FRAP-Technik durchgefiihrt.
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5. ERGEBNISSE

Dieses Kapitel beschreibt zunachst typische Oszillationsmuster und Versuche
zur intrazellularen Entstehung dieser Calcium-Oszillationen. Im Weiteren kom-
men Experimente zur Gap Junction Kommunikation und der Gap Junction Re-
gulation zur Darstellung. AbschlielRend werden das ROS-System und span-

nungsabhéngige Kaliumkanale betrachtet.

In der grafischen Darstellung wird fir die mit dem Leica Live-Data-Mode durch-
gefuhrten Versuche je eine Zelle (ROI) exemplarisch herausgegriffen. Fur die
Experimente im Fotobleichverfahren kénnen hingegen die Messwerte einer
Versuchsreihe kumuliert werden, so dass die grafische Auswertung immer den

Durchschnitt darstellt.

5.1. Spontane Calcium-Oszillation

Unter dem Lasermikroskop zeigen Fluo-3/-4 AM-beladene, undifferenzierte
ASCs spontane, stetige Calcium-Oszillationen, die sich fur jede einzelne Zelle
in Amplitude und Frequenz jedoch unterschiedlich darstellen. Auch bei 6rtlicher

Nachbarschaft sind Amplitude und Frequenz individuell andersartig ausgepragt.

Beim Betrachten der Zellen im Live-Data-Mode werden individuelle Zellen als
ROI markiert, um ihre jeweilige Calcium-Oszillation als Graph der Calciumkon-
zentration Uber einen Zeitverlauf darzustellen. Individuelle Zellen zeigen ein
jeweils typisches Verlaufsmuster. Die Muster der verschiedenen Zellen sind
jedoch unterschiedlich in Bezug auf Frequenz, Verlaufsform und Amplitude.

Einige typische Beispiele sind in Abbildung 30 dargestellt.
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Abb. 29: Spontane, asynchrone Calcium-Oszillationen von ASCs
Die Zellschicht ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 AM in einer Konzentration
von 20 uM angefarbt. | = Intensitat
Wenig Calcium = geringe Intensitat der Fluoreszenz
Viel Calcium = Hohe Intensitat der Fluoreszenz

Wenn auch typischerweise der zeitliche Abstand der Calciumspikes bei 130 s
(= 60 s) liegt, gibt es jedoch auch deutliche Ausnahmen. Im Extrem sind Zeiten

von 800 s und mehr zwischen den Spikes zu beobachten.

Die Form der Calciumspikes ist mehrheitlich eingipflig, die Oszillationen weisen
also nur eine Frequenz auf. Allerdings sind auch zweigipflige Konzentrations-
anderungen des Calciums zu messen, die informationstechnisch als mehrfre-

guent zu bewerten sind.

Zwischen den Intensitatsgipfeln des Calciums sind die Verlaufsformen der Kon-
zentrationsanderungen erstaunlich gleichférmig. Nach dem rapiden Abfall der
Calciumkonzentration zeigt sich zuerst ein langsamer, nahezu linearer Wieder-
anstieg. Ab einem bestimmten Niveau des Calciums nimmt die Konzentration
dann exponentiell zu, um den néachsten Spike zu erreichen. Der lineare Anstieg
ist in seiner Auspragung variabel und besonders bei Zellen die relativ langsam

oszillieren nur minimal.
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Abb. 30: Typische Oszillationsmuster der Calciumkonzentration im Zeitverlauf
(Kontrolle 4 — ROI 35, 29, 17, 36 von oben nach unten)

Die Amplitude der Konzentrationsanderung des Calciums einer einzelnen Zelle
zeigt Uber den Zeitraum einer Versuchsanordnung nur geringe Schwankungen.
Ob diese leichten Veranderungen selbst nochmal einem regelméafigen Muster
folgen, wie eine Reihe von Beobachtungen nahe legen, kann jedoch erst mit

deutlich verlangerten Messreihen abschlieend beurteilt werde. Im Vergleich
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der Amplituden verschiedener Zellen zeigen sich aul3erordentliche Unterschie-
de in dem periodischen Wechsel der Calciumkonzentration. Bei der Verwen-
dung eines relativen Fluoreszenzmaldtabs mit F/Fo (Fluoreszenzintensitat /
Minimum der Fluoreszenzintensitat der Messreihe) ergibt sich eine interessante
Bandbreite der gemessenen Amplituden. Das beobachtete Minimum der relati-

ven Fluoreszenz liegt bei ca. 1,5 und das Maximum bei ca. 8,0.

5.2. Intrazellulare Calciumfreisetzung

Calcium-Oszillationen kénnen durch die rhythmische Freigabe von Calcium aus
dem ER-Speicher entstehen. Wird Thapsigargin, ein Inhibitor der SERCA, in
einer Konzentration von 10 uM zu den spontan oszillierenden Zellen gegeben,
brechen die Oszillationen leicht zeitverzdgert abrupt ab. Dies ist ein Nachweis,
dass die Calciumfreigabe aus dem ER eine notwendige Voraussetzung fur die

Aufrechterhaltung der Oszillation ist.

Tapsigargin 10 uM

7,0

6,0
5,0 A
4,0

3,0 \
2,0 \
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Change
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0,0 T T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200 1400

Relative Fluoreszenz (F/F)

Zeit (s) 0

Abb. 31: Unterdriickung der Oszillation durch Thapsigargin
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 2 — ROI 38)

5.3. PLC und IP3; Signalweg

Die Calciumfreigabe von intrazellularen Speichern kann entweder durch den

Ryanodin- oder durch den IPs-Rezeptor erfolgen. IP3; entsteht durch die enzy-
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matische Aktivierung der PLC. Sowohl der IP3;-Rezeptor, als auch die PLC

kénnen durch Inhibitoren zu Versuchszwecken ausgeschaltet werden.

5.3.1. PLC-Antagonist

Bei Anwesenheit des PLC-Antagonisten U-73122 in einer Konzentration von
20 pM brechen Oszillationen schlagartig ab, wohingegen das inaktive Analogon
U-73433 in der gleichen Konzentration keinen Effekt auf die Calcium-Oszillation
zeigt. Somit gibt es einen Nachweis, dass die PLC fir die Aufrechterhaltung der

Oszillationen notwendig ist.

U-73122 20 uM
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Abb. 32: Unterdriickung der Oszillation durch U-73122
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 1 — ROI 07)
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U-73433 20 uM
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Abb. 33: Unveranderte Oszillation bei U-73433 Zugabe
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 1 — ROI 24)

5.3.2. Inhibitor des IP3-Receptors

Wird 2-APB, ein IP3-Rezeptor-Inhibitor, in einer Konzentration von 10 uM zu
den oszillierenden Zellen gegeben, brechen die Oszillationen sofort ab. Die
Bedeutung des IP3-Rezeptors fur die Calciumfreigabe zur Aufrechterhaltung der

Calcium-Oszillationen wird hiermit aufgezeigt.

2-APB 10 uM
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Abb. 34: Unterdriickung der Oszillation durch 2-APB
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 4 — ROI 01)
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5.4. Gap Junction Kommunikation

Calcium und IP3; koénnen als kleines Molektl durch Gap Junction durchtreten
[S4ez, Connor et al. 1989]. Da bei der Betrachtung der Zellpopulation die Calci-
um-Oszillationen asynchron unterschiedlich sind, gilt es zu klaren, ob Gap
Junctions fur die Entstehung von Calcium-Oszillationen eine Rolle spielen. Dies
kann Uber den Einsatz von Gap Junction Inhibitoren untersucht werden. Zwei
Inhibitoren — 1-Heptanol und Carbenoxolone — wurden in den Versuchen be-

nutzt.

54.1. 1-Heptanol

Mit der Zugabe des Gap Junction Blockers 1-Heptanol mit einer Konzentration
von 2,5 mM werden die Calcium-Oszillationen eingestellt. Hiermit zeigt sich,

dass die Entstehung von Calcium-Oszillationen von den Gap Junctions abhan-

gig ist.

1-Heptanol 2,5 mM
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4,0
3,5 4
3,0 —
2,5
2,0
1,5
1,0 -
0,5

0,0 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Change

0

Relative Fluoreszenz (F/F,)

Zeit (s)

Abb. 35: Unterdrickung der Oszillation durch 1-Heptanol
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 1 — ROI 07)

5.4.2. Carbenoxolone

Calcium-Oszillationen kdnnen nicht mehr aufrechterhalten werden wenn der

Gap Junction Blocker Carbenoxolone mit einer Konzentration von 100 uM zu
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den ASCs hinzugegeben wird. Somit ist ein weiterer Beleg fur die Notwendig-
keit durchlassiger Gap Junctions zur Aufrechterhaltung von Calcium-
Oszillationen gegeben.

Carbenoxolone 100 uM
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Abb. 36: Unterdriickung der Oszillation durch Carbenoxolone
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 4 — ROI 35)

5.5. Gap Junction Regulation

Da Gap Junctions zur Aufrechterhaltung der Calcium-Oszillationen bendétigt
werden, in der Probe Zellen jedoch individuell oszillieren, muss nach einem
Regulator der Permeabilitdt der Gap Junctions geforscht werden. Es ist be-
kannt, dass NO die Durchlassigkeit der Gap Junctions reguliert [Kameritsch,
Khandoga et al. 2005], daher sind NOS-Inhibitoren in die Untersuchung aufzu-

nehmen.

55.1. NOS-Inhibitoren

Alle eingesetzten NOS-Inhibitoren zeigen das gleiche Ergebnis: die Calcium-

Oszillationen synchronisieren sich in Bezug auf die Frequenz.

Diese Beobachtung legt nahe, dass NOS-Inhibitoren die Gap Junction Permea-

bilitat steigern.
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5.5.1.1. ETU

Durch die Zugabe des NOS-Inhibitors ETU, in einer Konzentration von 100 uM
zu oszillierenden Zellen, werden die Oszillationen synchronisiert. Dieses ist ein
Hinweis, dass die Gap Junction Permeabilitdt durch die Verhinderung der

NO Freisetzung verstarkt wird.

ETU 100 uM ——ROI06
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Abb. 37: Synchronisation der Oszillation durch Zugabe von ETU
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 1 — ROI 06, 14, 20, 25, 35, 40)

5.5.1.2. L-NAME

Wird der NOS-Inhibitor L-NAME, in einer Konzentration von 50 uM, zu den
oszillierenden Zellen gegeben, synchronisieren sich die Oszillationen. Auch
dieses Ergebnis eines weiteren NOS-Inhibitors kann mit einer gesteigerten Gap

Junction Durchlassigkeit erklart werden.
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Abb. 38: Synchronisation der Oszillation durch Zugabe von L-NAME
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 3 - ROI 01, 09, 17, 28, 29, 48)

5.5.1.3. L-NMMA

Eine Synchronisation der Oszillationen zeigt sich ebenso bei der Zugabe des
NOS-Inhibitor L-NMMA in einer Konzentration von 100 uM. Auch diese Ergeb-
nisse des dritten eingesetzten NOS-Inhibitors stitzen die These, dass die Ab-
schaltung von NOS die Gap Junction Kopplung verstarkt und dartber die

Synchronisierung oszillierender Zellen ermdglicht.
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Abb. 39: Synchronisation der Oszillation durch Zugabe von L-NMMA
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 6 — ROI 05, 10, 11, 13, 14, 15)

55.1.4. DPI

DPI, ein NOS- und NADPH-Oxidase-Inhibitor, synchronisiert die Oszillationen
bei der Anwendung in einer Konzentration von 10 uM. Da der NOS-Inhibitor
DPI auch die NADPH-Oxidase blockt, kann und sollte bestimmt werden, Uber
welchen Weg DPI die Calcium-Oszillationen beeinflusst. Wie im nachfolgenden
Abschnitt ,NADPH-Oxidase Inhibitor” gezeigt, hat die Blockierung der NADPH-
Oxidase keinen Einfluss auf die Calcium-Oszillationen. Abermals wird somit die
Bedeutung der NOS-Inhibitoren flr die gesteigerte Gap Junction Permeabilitat

der ASCs aufgezeigt.
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Abb. 40: Synchronisation der Oszillation durch Zugabe von DPI
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 5 - ROI 01, 02, 11, 21, 22, 42)

55.2. NADPH-Oxidase Inhibitor

Als NADPH-Oxidase Inhibitor wurde Apocynin ausgewahlt, da es ausschlief3lich
NADPH-Oxidase verhindert, ohne einen Effekt auf NOS zu haben. Die Calcium-
Oszillationen zeigen im Versuch mit Apocynin keine Veranderungen. Dies zeigt,
dass die Blockierung der NADPH-Oxidase offensichtlich nicht zu synchronen
Formen der Calcium-Oszillation fihrt. Die von DPI bewirkte Synchronisation der
Calcium-Oszillation geschieht offensichtlich nur tber die Verhinderung der
NOS.
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Abb. 41: Keine Veranderung der Oszillation durch Zugabe von Apocynin
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 6 — ROI 11, 22, 27, 30, 32, 36)

55.3. NO Donatoren

Da NOS-Inhibitoren Calcium-Oszillationen synchronisieren ist zu untersuchen,
ob die intrazellulare NO Konzentration fur die Gap Junction Regulation eine
Rolle spielt. Die Versuche mit NO Donatoren erhéhen die intrazellulare
NO Konzentration, zeigen jedoch keine Auswirkungen auf die Calcium-

Oszillationen.

5.5.3.1. SNAP

Oszillierende ASCs zeigen keine Veradnderung in ihren Calcium-Oszillationen

nach der Zugabe des NO Donators SNAP in einer Konzentration von 100 pM.
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Ein Einfluss der NO Donatoren auf die Calcium-Oszillation kann somit ausge-

schlossen werden.
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Abb. 42: Keine Veranderung der Oszillation durch Zugabe von SNAP
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 2 — ROI 02, 03, 09, 13, 15, 21)

5.5.3.2. SNP

Die Zugabe von SNP, ein weiterer NO Donator, in einer Konzentration von
100 pM, zeigt ebenfalls keine Auswirkung auf die Calcium-Oszillationen. Die
Oszillationen der ASCs sind beziglich Amplitude und Frequenz vor der Zugabe,

wie nach der Zugabe des NO Donators ohne auffallige Veranderungen.
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Abb. 43: Keine Veranderung der Oszillation durch Zugabe von SNP
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.

5.6.

(Versuch 1 — ROI 01, 03, 07, 08, 10, 11)

Kontrolle der Gap Junction Kommunikation

und Regulation im Fotobleichverfahren

Um die Wirkung der NOS-Inhibitoren und Gap Junction Blocker zu Uberprifen,

wurde ein weiteres Untersuchungsverfahren eingesetzt. Bei der FRAP-Technik

werden die ASCs mit dem Fluoreszenz -Indikator Calcein in einer Konzentration

von 5 uM inkubiert. Dann wird eine einzelne Zelle fotogebleicht und der darauf

eintretende Rickfluss des Calceins gemessen. Hierzu wird die Intensitat der

Fluoreszenz erfasst, die eine direkte Messgrol3e fur die Calcein-Konzentration

ist. Somit kann die Menge des Calceins, als auch die Kinetik des Rickflusses

festgestellt werden. Mit diesem Verfahren sind Gap Junction Blocker, NOS-

Inhibitoren und zur Kontrolle unbehandelte Zellen verglichen worden.
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Als Gap Junction Blocker wird 1-Heptanol wie in den Live-Data-Verfahren in
einer Konzentration von 2,5 mM eingesetzt. Auch die beiden NOS-Inhibitoren
DPI und L-NAME werden mit den Konzentrationen der vorrangehenden Versu-
che (DPI mit 10 pM und L-NAME mit 50 uM) angewandt. Aul3erdem werden als
Kontrollgruppe ASCs, die ausschlie3lich mit Calcein inkubiert sind, mit der
gleichen Technik gebleicht. Die Lichtstarke und die Bleichdauer sind fur alle

Versuche konstant.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe steigern die NOS-Inhibitoren den Ruckfluss
nach dem Bleichen, wahrend der Gap Junction Blocker den Ruckfluss vermin-
dert. So kann auch im FRAP-Verfahren gezeigt werden, dass die NOS-
Inhibitoren die interzellulare Kommunikation Uber Gap Junctions steigern. Durch

die zwei unterschiedlichen Untersuchungsverfahren ist dieses Ergebnis deutlich

gesichert.
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Abb. 44: FRAP im Verlauf
Relative Fluoreszenz der Durchschnittswerte (n=50), logarithmische Darstellung im
Vergleich zur Kontrolle:
Gap Junction Blocker: 1-Heptanol (2,5 mM)
NOS-Inhibitoren: DPI (10 pM) und L-NAME (50 pM)
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Abb. 45: FRAP - Rickfluss des Calceins nach der Ausbleichung
Prozentuale Darstellung mit Standardabweichung des durchschnittlichen maximalen
Calceienrtckflusses (n=50).
Kontrolle 17,95 % + 11,61
Gap Junction Blocker: 1-Heptanol (2,5 mM) 11,84 % + 9,15; t-Test p<0,01
NOS-Inhibitoren: DPI (10 pM) 33,27 % * 14,38; t-Test p<0,001
L-NAME (50 pM) 38,31 % +18,10; t-Test p<0,001

5.7. ROS-System

Durch den engen Zusammenhang des ROS-Systems mit dem NO System und
deren dynamischen Gleichgewichts wurden auch freie Radikalfanger in Bezug
auf die Calcium-Oszillationen untersucht. Bei diesen Experimenten kommen
Trolox, Rutin, Luteolin und NMPG zum Einsatz. Bei keinem dieser freien Radi-
kalfanger zeigte sich eine Veranderung der Oszillation. Somit kann die Beteili-
gung des ROS-Systems an der Entstehung und Aufrechterhaltung der Calcium-
Oszillationen ausgeschlossen werden. Im Folgenden die Ergebnisse der Versu-

che mit den unterschiedlichen Radikalfangern im Einzelnen:

Bei der Zugabe von Trolox in einer Konzentration von 100 uM verandert sich

die Calcium-Oszillation nicht.
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Abb. 46: Unveranderte Oszillation bei Trolox Zugabe
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 2 — ROI 03)

Auch bei der Zugabe von Rutin in einer Konzentration von 100 uM zeigen die

Calcium-Oszillationen keine Veranderungen.
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Abb. 47:

Unveranderte Oszillation bei Rutin Zugabe
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 3 — ROI 16)

Auch mit dem dritten eingesetzten freien Radikalfanger Luteolin in einer Kon-

zentration von 100 uM zeigen sich keine Veradnderungen bei der Calcium-

Oszillation.
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Abb. 48: Unveranderte Oszillation bei Luteolin Zugabe
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 3 — ROI 19)

Abermals keine Veranderung der Calcium-Oszillation beim vierten Radikalfan-

ger N-(2-Mercapto-propionyl)-glycin in einer Konzentration von 100 puM.
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Abb. 49: Unveranderte Oszillation bei N-(2-Mercapto-propionyl)-glycin Zugabe
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 3 — ROI 01)




64 5. Ergebnisse

5.8. Kreuzproben

5.8.1. Losungsmittel DMSO

Bei einer Vielzahl der eingesetzten Chemikalien werden Lésungen mit einem
Zusatz des Losungsmittels DMSO verwendet. Um mdgliche Auswirkungen des
DMSO auf die Calcium-Oszillationen auszuschlielen, wurden 500 pl
HAM'’s F-10 / DMSO-LAsung mit einer DMSO-Konzentration von 12,8 uM zu
den oszillierenden Zellen hinzugegeben. Die Zelloszillationen bleiben von der
DMSO-Zugabe unbeeindruckt.
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Abb. 50: Unveranderte Oszillation bei DMSO Zugabe
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 3 — ROI 17)

5.8.2. Nahrmedium HAM’s F-10

Ebenfalls auszuschlieBen ist, dass das mechanische Einpipettieren von Flus-
sigkeiten die Oszillation beeinflusst. Hierzu werden 500 yl HAM’'s F-10 Medium
zu oszillierenden Zellen hinzugegeben. Wie zu erwarten reagieren die Zellen

nicht auf die Zugabe der Flussigkeit.
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Abb. 51: Unveranderte Oszillation bei HAM’s F-10 Medium Zufuihrung
Die Substanzzugabe ist auf der Zeitachse markiert.
(Versuch 1 — ROI 26)

5.9. Zusammenfassung der Ergebnisse

Undifferenzierte ASCs zeigen stetige, spontane, asynchrone Calcium-
Oszillationen. Im Laufe der Arbeit konnte gezeigt werden, dass zur Aufrechter-
haltung der Oszillationen die PLC, der IP3-Rezeptor und die Calciumfreisetzung
aus dem ER bendétigt werden. Im Rickschluss kann angenommen werden,
dass die Calcium-Oszillationen Uber Calciumspeicher aus dem ER und Uber

den PLC - IP3 Signalweg generiert werden.

Bei Betrachtung der individuellen Zelle werden typische Oszillationsmuster mit
gleichbleibender Frequenz und Amplitude gefunden. Im Zellverband kénnen
keine Synchronisation der Oszillationen beobachtet werden. Dies legt eine
niedrige interzellulare Kommunikation in Bezug auf Calciumsignale nahe. Je-
doch benétigt die Oszillation Gap Junctions, da bei der Ausschaltung dieser die

Oszillationen sofort aufhoren.

Da NO in der Literatur fur einige Zelltypen als Regulator der Permeabilitat von
Gap Junctions bekannt ist, sind NOS-Inhibitoren zur Untersuchung der ASCs
herangezogen worden. Die NOS-Inhibitoren synchronisieren die Calcium-
Oszillationen der gesamten Zellkolonie. Hieraus ergibt sich der klare Hinweis,

dass NOS-Inhibitoren die Permeabilitdt von Gap Junctions bei ASCs steigern.
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Die NO Konzentration allein scheint aber keine Rolle bei der Permeabilitat der
Gap Junctions zu spielen, da NO Donatoren keinen Effekt zeigen. Auch Radi-
kalfanger, welche die NO Konzentration durch ihr dynamisches Gleichgewicht

mit ROS andern, I6sen keine Veranderungen in den Calcium-Oszillationen aus.

Die fur die Differenzierung der ASCs notigen Calcium-Oszillationen entstehen
durch den PLC - IP3; Signalweg mit Calcium aus dem ER. Sie bendétigen die
interzellulare Kommunikation mittels Gap Junctions, deren Permeabilitat durch
NOS-Inhibitoren gesteigert wird. Die Permeabilitdt wird jedoch nicht durch die
intrazellulare NO Konzentration beeinflusst.
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6. DISKUSSION

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zu undifferenzierten ASCs
haben einen vielversprechenden Einblick in die Calcium-Oszillation, sowie das
Phanomen der synchronisierten Calcium-Oszillation durch Gap Junction Regu-

lation ermoglicht.

6.1. Calciumsignalwege in mesenchymalen

Stammzellen

Adulte Stammzellen sind nicht erregbare Zellen mit der Fahigkeit sich in unter-
schiedliche Zelltypen differenzieren zu kdnnen. Die Differenzierung in Zellen
aller drei Keimblatter ist moglich. So kénnen aus adulten Stammzellen erregba-
re Zellen des kardialen und neuronalen Gewebes entstehen. Diese erregbaren
Zellen benutzen Calciumsignale fur ihre Erregung, ihre Kontraktionen und ihre
synaptischen Ubertragungen [Tégel und Westenfelder 2007]. Intrazellulares,
freies Calcium (Ca?") ist ein wichtiger biologischer Signaltrager, der in der Zelle
fur viele Prozesse wie z.B. Erregung, Exozytose, Zellmobilitdt, Apoptose,
Transkription von Genen und Zelldifferentiationen Voraussetzung ist [Clapham
2007; Pollheimer und Knofler 2005]. Die zwei Hauptquellen des Calciums sind
das extrazellulare Calcium, das uber die Plasmamembran in das Innere der
Zelle gelangt, sowie das intrazellulare Calcium, das in zelleigenen Speichern
zur Verfugung steht. Die Bedeutung des extrazellularen Calciums wurde fir
ASCs [Steffen 2008] und fur mesenchymale Zellen aus Knochenmark [Kawano,
Shoji et al. 2002] von anderen bereits untersucht. Fir die mesenchymalen
ASCs konnte die Freisetzung des Calciums aus dem ER als intrazellularer
Calciumspeicher nachgewiesen werden. Dies deckt sich mit Ergebnissen flr
mesenchymale Stammzellen aus Knochenmark [Kawano, Shoji et al. 2002].
Neben dem in der vorliegenden Untersuchung verwendetem Thapsigargin
wurde in der erwdhnten Arbeit aul3erdem auch noch Cyclopiazonicsaure zum
Nachweis verwendet. ASCs konnen mit mesenchymalen Stammzellen aus
Knochenmark durchaus verglichen werden, denn beide zeigen spontane Calci-

um-Oszillationen, die vom IP3z-Rezeptor abhangig sind und somit nahelegen,
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dass sie vergleichbare Mechanismen der Zelldifferenzierung
verwenden[Kawano, Shoji et al. 2002]. Obwohl beide Stammzellpopulationen
sich in einigen CD-Markern unterscheiden kann dieser Vergleich durchaus
herangezogen werden [De Ugarte, Alfonso et al. 2003; Zuk, Zhu et al. 2002].

Auch was die Calciumfreigabe mittels des Signalwegs Uber den IPs-Rezeptor
betrifft, fihrt der Test mit dem IPs-Inhibitor 2-APB, unabhangig davon, ob die
Zellen aus Fett (PLA) oder aus Knochenmark gewonnen werden, zum gleichen
Resultat [Kawano, Shoji et al. 2002; Wu, Kamimura et al. 2000].

6.2. Spontane Calcium-Oszillationen als Informati-

onstrager

Die beobachteten Frequenzen der spontanen Oszillation liegen in der Betrach-
tung Uber alle durchgefihrten Experimente im Bereich von 10 mHz bis
1,25 mHz, also vergehen ca. 100 Sekunden bis 800 Sekunden zwischen zwei
Spikes. Damit decken sich die erhaltenen Werte mit den Beobachtungen ande-
rer Arbeiten, insbesondere auch mit den Resultaten bei Versuchen mit mesen-
chymalen Stammzellen aus Knochenmark [Kawano, Shoji et al. 2002]. Auch die
Feststellung von anderen, dass nicht alle Zellen aus einer Population spontane
Oszillationen zeigen, deckt sich mit den eigenen Ergebnissen. Jedoch erscheint
die Angabe einer unteren bzw. minimalen Frequenz aus zwei Grinden proble-

matisch:

e Eine Aussage hierlUber ist letztendlich nur durch eine unendlich lange
Beobachtung mdglich, da immer noch weitere Spikes auftreten kénnten.
So betrachtet, relativiert sich auch die Aussage, dass nicht alle Zellen ei-
ner Population spontane Oszillationen zeigen.

e Mit Oszillation wird eine Zustandsanderung zwischen zwei oder mehre-
ren Zustanden verstanden. Sobald Oszillationen nicht linear ablaufen, al-
so mehr als zwei Zustandsanderungen durchlaufen und quasi multifre-
quent sind, sind weitere Aussagen uUber das Messverfahren der Fre-

quenz (z.B. Messung der Grundfrequenz) erforderlich.
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Erwahnenswert erscheint die Verlaufsform der Calcium-Oszillation. Fast durch-
gangig zeigt sich zwischen zwei Spikes, ausgehend vom Wert der geringsten
Calciumkonzentration, ein zunachst linearer Anstieg. Erst ab einer gewissen
Konzentration wird der Verlauf der Calciumkonzentration dann expotentiell, um
den néachsten Konzentrations-Spike zu bilden. Mdglicherweise hangt dieser
Verlauf mit der Freigabe von Calcium aus unterschiedlichen Speichern zusam-
men. In Frage kommen hierfur insbesondere Calcium aus dem Mitochondrium
und/oder Calcium von Calcium aktivierten Proteinen. Spezielle Untersuchun-
gen, die z.B. die Calciumabgabe aus dem Mitochondrium unterdricken oder die
Abgabe durch Proteine unterbinden, konnten sicherlich nédheren Aufschluss

hierzu geben.

Bisherige Aussagen zur maximalen Dauer spontaner Oszillationen stellen sich
mit den hier durchgefiihrten Untersuchungen anders dar. Auch wenn mit den
eigenen Experimenten nicht versucht wurde eine maximale Dauer festzuhalten,
zeigen Versuche mit z.B. 35 Minuten oder 46 Minuten Lange erheblich langer
andauernde Oszillationen als bisher an mesenchymalen Stammzellen gemes-
sen wurde [Kawano, Shoji et al. 2002]. Am Ende der Versuchsreihen zeigten
die ASCs weiter stetige Oszillationen. Ein Grund fir eine definierte maximale
Oszillationsdauer vor der Ausdifferenzierung der Zellen wurde in der Literatur
nicht gefunden. Somit sollte davon ausgegangen werden, dass mesenchymale
Stammzellen bei entsprechenden Bedingungen bis zu ihrer Ausdifferenzierung

Oszillationen zeigen.

So wichtig auch die Frage zu den Erscheinungsbildern der spontanen Calcium-
Oszillationen gerade auch fur die experimentelle Forschung ist, so bleiben die

folgenden Kernuberlegungen:

e warum werden Uberhaupt Oszillationen als Zellsignal verwendet
e warum nehmen Oszillationen diese Signalform beztiglich Amplitude und
Frequenz an

e wie sind diese Oszillationen als Code zu verstehen.

Die wohl wichtigste Argumentation hierzu stellt die mogliche Informationsmenge

in den Mittelpunkt. Konzentrationsdnderungen im Sinne von Oszillationen kon-
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nen Uber die mannigfaltige Anderung von Frequenz und Amplitude und deren
Kombination viel mehr Informationen codieren und damit transportieren, als es
allméhliche Konzentrationséanderungen vermodgen [Schuster, Marhl et al. 2002].
Wie in der anhaltenden Diskussion erkennbar, gibt es gute Grinde gerade die
Anderungen der Frequenz und nicht die der Amplitude als eigentlichen Informa-
tionstrager auszumachen. Hierbei kommen informationstheoretische Uberle-
gungen wie auch experimentelle Arbeiten zum Tragen [Goldbeter 1996;
Kummer, Olsen et al. 2000; Tang und Othmer 1995]. So konnte die Anderung
der Frequenz der Calcium-Oszillation als Regulator der Genexpression ermittelt
werden [Dolmetsch, Xu et al. 1998]. Daruber hinaus konnten nicht nur Gene an-
und abgeschaltet werden, sondern durch elektrische Beeinflussung der Calci-
um-Oszillation konnte die Differenzierung zu Knochenzellen beférdert werden
[Sun, Liu et al. 2007]. Dieses Ergebnis legt nahe, dass die Ausdifferenzierung
zu einer bestimmten Ziellinie durch einen definierten Code der Calcium-

Oszillation bestimmt wird.

6.3. Gap Junctions und interzellulare Kommunika-

tion

Mit der Frage nach dem Grund der Oszillation undifferenzierter Zellen und der
Vermutung, dass diese fur die Ausdifferenzierung der gesamten Population
konstitutiv ist, stellt sich sogleich die Frage der Kommunikation zwischen Zellen,
da ohne Koordination eine gleiche Entwicklung schwer vorstellbar ist. Es muss
also eine Moglichkeit der Informationstibertragung von Zelle zu Zelle existieren.
Der bekannteste und am weitesten verbreitete Weg Information zwischen be-
nachbarten Zellen zu transportieren sind die Gap Junctions. Diese Zellverbin-
dungen existieren in fast allen Zelltypen und lassen kleine Metaboliten, Second-
Messenger und elektrische Signale vom Zytosol einer Zelle zum Zytosol einer
anderen Zelle hindurchtreten [Dhein 2004; Laird 2006]. Gap Junctions des
Cx43 und Cx40 Subtyps konnten bei mesenchymalen Stammzellen aus Kno-
chenmark festgestellt werden und zeigten Kommunikation mittels elektrischer
Signale, die durch die Gap Junctions hindurchtreten [Valiunas, Doronin et al.

2004]. In einem anderen Versuch konnte gezeigt werden, dass klonale Stamm-
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zellen aus der Leber in Ko-Kultur mit neonatalen Herzzellen sich ph&notypisch
zu Herzzellen entwickeln, solange zytosolische Kommunikation durch Gap
Junctions gegeben war [Anderson, Muller-Borer et al. 2007]. Das Vorhanden-
sein von Gap Junctions des Subtyps Cx43 konnte immunhistochemisch von der
Arbeitsgruppe Prof. Sauer auch fir ASCs nachgewiesen werden. Im Gegensatz
zu den mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark konnte bei ASCs Gap
Junctions des Subtyps Cx40 nicht gefunden werden [Sauer, Sharifpanah et al.
2011].

Die in dieser Arbeit verwendeten ASCs benutzen zu ihrer interzellularen Kom-
munikation Gap Junctions. Wie in den Ergebnissen durch das Blockieren der
Gap Junctions gezeigt, ist deren Funktion fur die Calcium-Oszillation notwendig.
Fehlt diese Verbindung zwischen den Zellen, wird auch die Signalaussendung
in Form von Calcium-Oszillation eingestellt. Dieses kann in der Richtung inter-
pretiert werden, dass ohne den Zusammenschluss der Population die individu-
elle Zelle keine Information Uber ihre Ausdifferenzierung sendet oder empfangt.
Um der Frage nach der Bedeutung der Calcium-Oszillationen genauer nachzu-
gehen, wére es interessant in einer weiteren Studie zu untersuchen, ob undiffe-
renzierte ASCs, deren Oszillationen durch Gap Junction Blocker verhindert
werden, trotzdem ausdifferenzieren. Desweiteren ist noch unbestimmt ob - und
wenn ja in welcher Form - Sende- bzw. Empfangerinstanzen speziell fir Calci-

um-Oszillation existieren.

Zusammengefast sind in dieser Diskussion bisher zwei Zustande der Gap Junc-

tions und deren Auswirkung auf die Calcium-Oszillation betrachtet worden:

e unveranderte Gap Junctions mit asynchronen Oszillationen

e geblockte Gap Junctions mit fehlenden Oszillationen.

Als dritten Zustand der Durchlassigkeit der Gap Junctions - Thema des folgen-
den Abschnittes - gibt es die erleichterte bzw. beférderte Durchlassigkeit durch

NOS-Inhibitoren, bei der sich die Calcium-Oszillation als synchron erweist.
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6.4. Gap Junction Regulation und NO Synthase

Die Synchronisation der Calcium-Oszillation unter NOS-Inhibitoren zeigt eine
Moglichkeit die Durchlassigkeit der Gap Junctions zu regulieren. Weiterfihren-
de Untersuchungen der AG Prof. Sauer zur Expression von NOS konnten im
Antikorpertest und Western Blot bei ASCs nNOS nachweisen - die anderen
Isoformen der NOS jedoch nicht [Sauer, Sharifpanah et al. 2011]. In diesen
weiterfihrenden Untersuchungen der AG Prof. Sauer ist zudem die Wirkung der
NOS-Inhibitoren nachdriicklich bestatigt worden, indem die nNOS durch siRNA
herunter reguliert wurde und sich synchrone Oszillationen einstellten. Auch
konnte mit dem NO Donator SNAP die durch siRNA synchronisierten Oszillatio-
nen desynchronisiert werden. Diese Versuche haben gezeigt, dass Gap Juncti-
on Regulation vom intrazellularen NO Niveau abhéngt [Sauer, Sharifpanah et
al. 2011]. Da NO die Permeabilitat von Gap Junctions reguliert, ist in den eige-
nen Untersuchungen mit NO Donatoren die Konzentration von NO gesteigert
worden. Die spontanen, asynchronen Calcium-Oszillationen der ASCs haben
sich durch NO Donatoren nicht verandert; im Gegensatz zu vielen in der Litera-
tur beschriebenen Untersuchungen mit anderen Zelltypen [Kameritsch,
Khandoga et al. 2005; Bolanos und Medina 1996]. Es ist davon auszugehen,
dass NO in hinreichender Menge vorhanden ist und ein Anstieg der
NO Konzentration dariber hinaus keine Wirkung auf die Calcium-Oszillation
hat.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Permeabilitdt der Gap Junctions durch die
Unterdrickung der NO Synthase gesteigert und dariber die Calcium-Oszillation
in eine synchrone Oszillation multipler benachbarter Zellen Uberfiihrt. Die Be-
einflussung der NO Synthase - und dartber die indirekte Absenkung des NO -
zeigt eine ausgepragte Synchronisation der Calcium-Oszillation bei ASCs und
somit eine Veranderung in der Durchlassigkeit der Gap Junctions. Neurowis-
senschaftliche Untersuchungen zur Funktion der Retina zeigen in Analogie zu
den Versuchen mit ASCs ebenfalls einen Zusammenhang zwischen NO Syn-
thase und Gap Junction Permeabilitdt. In den neuronalen Gap Junctions der
amakrinen Zellen der Retina wird durch Lichteinfall vermehrt NO durch die

NO Synthase freigesetzt. NO diffundiert in retinale Neuronen und aktiviert dort
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die Guanylatcyclase, so dass vermehrt cyclisches Guanosinmonophosphat
(cGMP) gebildet wird. Die Konzentrationssteigerung des cGMP wiederum akti-
viert die Proteinkinase G (PKG), welche ihrerseits durch die Phosphorylierung
von Connexine die Gap Junction Permeabilitdt herabsetzt [Bloomfield und
Volgyi 2009; Hu, Pan et al. 2010; Lu und McMahon 1997]. Auch fir andere
Zelltypen konnten Teilschritte dieses Signalwegs aufgezeigt werden. So konnte
an HelLa-Zellen gezeigt werden, dass NO den gleichen Effekt wie cGMP auf die
Durchlassigkeit von Gap Junctions hat [Patel, Mitchell et al. 2006]. Auch bei
Deiters-Zellen im Corti-Organ wurde die Gap Junction Durchlassigkeit durch
NO Donatoren sowie cGMP Analoga verringert [Sakaorat, Steffen et al. 2000].
Ebenso konnte in der Harnblase neugeborener Ratten die Wirkung der
NO Synthase Uber den NO/cGMP Signalweg und die PKG untersucht und in
ihrer Auswirkung auf die Blasenkontraktion bestatigt werden [Artim, Kullmann et
al. 2009]. Das Zusammenspiel von NO und cGMP bei der Regulation der
Durchlassigkeit von Gap Junctions ist auch fur Zellen des Neocortexes von
Ratten bekannt [Rérig und Sutor 1996a; Roérig und Sutor 1996b]. Die Anderung
der Durchlassigkeit durch die Phosphorylierung der Gap Junctions mittels der
NO Synthase konnte auch in Zellen des Myometriums von Ratten gezeigt wer-
den [Sladek, Westerhausen-Larson et al. 1999]. Die Veranderung der Permea-
bilitdt von Gap Junctions durch Phosphorylierung von Connexinen an Serin

oder Tyrosin ist auch bereits untersucht worden [Moreno und Lau 2007].

Durch die vielfaltigen dargelegten Zusammenhange zwischen den Eckpfeilern
NO Synthase und Gap Junctions kann die fur die Retina ermittelte Signalkette
als generelle Signalkette fir Gap Junction Regulation durch NO Synthasen
angenommen werden und somit auch als Signalweg bei den ASCs. Allerdings
sind selbstverstandlich zur Verifizierung entsprechende Untersuchungen noch

durchzufihren.

6.5. Ausdifferenzierung von Zellen und Calcium-

Oszillationen

Von ASCs ist bekannt, dass diese nur im undifferenzierten Zustand spontane

Calcium-Oszillationen zeigen, in der Differenzierung - z. B. zu Endothel - lassen
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sich diese Oszillationen jedoch nicht mehr beobachten [Steffen 2008]. Nach der
Diskussion von Signalwegen zwischen Zellen und der Diskussion informations-
technischer Aspekte von Oszillationen als Interzellkommunikation soll nun die
Ubergeordnete Frage nach der Bedeutung fur den Prozess der Proliferation
diskutiert werden. Die Tatsache, dass Stammzellen wahrend ihrer Ausdifferen-
zierung Calcium-Oszillationen zeigen, jedoch diese im differenziertem Zustand
nicht mehr unterhalten, wirft die Frage nach der Bedeutung dieser biologischen
Umstellung auf.

Bei humanen mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark konnten analog
zu den ASCs spontane Calcium-Oszillationen im undifferenzierten Zustand
beobachtet werden, welche jedoch nach der Ausdifferenzierung zu Adipozyten
aufhdrten. Gleichzeitig wurden nur bei bestehenden Oszillationen Transkripti-
onsfaktoren (nuclear factor of activated T-cells - abgekirzt: NFAT) im Zellkern
transloziert [Kawano, Otsu et al. 2006]. In einer anderen Untersuchung wurde
nicht nur der prinzipielle Zusammenhang zwischen Calcium-Oszillationen und
NFAT bestatigt, sondern auch eine Abhangigkeit von der Frequenz der Calci-
um-Oszillationen konstatiert [Tomida, Hirose et al. 2003]. Auch diese Ergebnis-
se sind in einer anderen Studie bestatigt worden, bei der dartber hinaus die
Beteiligung weiterer Transkriptionsfaktoren - nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells (NF-kB) — und Octamer binding transcription
factor / Octamer associated protein (Oct/OAP) entdeckt wurde [Dolmetsch, Xu
et al. 1998; Lewis 2003].

Die eingangs aufgestellte Vermutung, dass Calcium-Oszillationen generell bei
Stammzellen eine Schlusselrolle zur Ausdifferenzierung einnehmen, kann somit
als hoch wahrscheinlich angesehen werden. Im Lichte der genannten Untersu-
chungen wird ebenso die Theorie - nach der die Frequenz der Calcium-
Oszillationen der eigentliche Informationstrager fur die kollektive Zellausbildung
ist - zu einem guten Stlck gestiutzt. Zur weiteren Absicherung dieser Thesen
sollten entsprechende Untersuchungen insbesondere auch mit ASCs durchge-

fuhrt werden.
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6.6. AbschlieRende Betrachtung und Ausblick

Aus ethischen Griinden, wie auch aus dem praktischen Grund der leichten und
unkomplizierten Verfugbarkeit, sind ASCs sowohl in Bezug zur Forschung wie
auch in Bezug zu einer spateren praktischen Anwendung in Richtung Tissue
Engineering besonders pradestiniert. Auf der Grundlage der eigenen Untersu-
chungen, sowie den damit zusammenhangenden Ergebnissen und Fragestel-
lungen anderer, sollen im Folgenden Hinweise und Anregungen zu méglichen
weiterfihrenden Untersuchungen und theoretischen Aufarbeitungen aufgezeigt

werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entstehung von Calcium-Oszillationen der
ASCs zu untersuchen und die daran beteiligten Rezeptoren und Speicher zu
bestimmen. Zugleich sind damit Grundlagen zur Beeinflussung der Calcium-
Oszillationen fur weitere Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet geschaffen

worden.

Fur ASCs konnte der bekannte Calciumsignalweg (uber IP; — PLC mit Cal-
ciumfreigabe aus dem ER) in den Versuchen bestétigt werden. Erganzungsbe-
durftig ist jedoch die Untersuchung tber die Eintrittsmdglichkeiten des Calciums
in die Zelle. Bei mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark wurden als
Eintrittsmdglichkeit des Calciums in die Zelle spannungsabhangige Calciumka-
nale gefunden [Zahanich, Graf et al. 2005; Ye 2009]. Die Ahnlichkeit der ASCs
zu den mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark legt das Vorhanden-

sein ebensolcher Kanale nahe und bedarf der experimentellen Abklarung.

Die spontanen Calcium-Oszillationen der ASCs wurden in dieser, wie auch in
anderen Arbeiten zur Calcium-Oszillation von mesenchymalen Stammzellen,
nur phanomenologisch beschrieben. Unter der Annahme, dass Calcium-
Oszillationen ein molekularer Code der Zellkolonie zu ihrer Differenzierung sind,
missen die Oszillationen nicht nur ph&notypisch beschrieben werden, sondern
ihre Informationsfunktion muss dekodiert werden. Eine solche Dekodierung
setzt letztendlich eine mathematische Beschreibung der periodischen Calcium-
anderungen voraus [Schuster, Marhl et al. 2002]. Insbesondere in Hinblick auf

zukUnftige steuernde Eingriffe auf die Ausdifferenzierung fur Tissue Engineering
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ist die genaue Kenntnis des Codes mindestens hilfreich, wenn nicht sogar un-

umganglich.

Wie schon bei mesenchymalen Stammzellen aus Knochenmark bekannt war
und in der vorliegenden Arbeit fir ASCs bestatigt werden konnte, sind Gap
Junctions als Mittel der interzellularen Kommunikation zur Aufrechterhaltung
von Calcium-Oszillationen zwingend erforderlich. Es hat sich gezeigt, dass die
Durchlassigkeit der Gap Junctions variiert und diese Variation auch beeinflusst
werden kann. Fiur die ASCs konnte mit der vorliegenden Arbeit die Beeinflus-
sung durch NOS-Inhibitoren demonstriert werden. Der Weg von der Beeinflus-
sung der NO Synthase zur veranderten Durchlassigkeit der Gap Junctions blieb
jedoch ein Black-Box Experiment. Wie bereits aufgezeichnet, gibt es eine Reihe
von analogen Untersuchungen, die mehr oder weniger Licht in diese Black-Box
gebracht haben [R6rig und Sutor 1996; R6rig und Sutor 1996a; Rérig und Sutor
1996b]. Fur ASCs lieRe sich sicherlich die vermutete Wirkungskaskade von
NOS Uber NO = cGMP = PKG = Phosphorylierung zur Regulierung der Gap
Junctions im Detail nachverfolgen. AuRerdem kann mit derartigen detaillierten
Untersuchungen ein Beitrag geleistet werden, um herauszufinden auf welchen
Stufen der Wirkungskaskade eine Beeinflussung der Durchlassigkeit der Gap
Junctions moglich ist. So haben weiter oben vorgestellte Untersuchungen, bei
denen die Konzentration des cGMPs vermindert bzw. vermehrt wurde, eine
gleichartige Wirkung wie NOS-Inhibitoren bzw. NO Donatoren in Bezug auf die
Permeabilitat der Gap Junctions feststellen konnen [Bolanos und Medina 1996;
Kameritsch, Khandoga et al. 2005; Patel, Mitchell et al. 2006]. Gerade auch im
Hinblick auf die gezielte und gesteuerte Ausdifferenzierung zum Zweck des
Tissue Engineering kdnnen Erkenntnisse Uber den praktikabelsten Eingriff in
die Wirkungskaskade zur Beeinflussung der Gap Junctions von hoher Bedeu-

tung sein und zwar in zweifacher Hinsicht:

e Erstens sind Gap Junctions in der Richtung zu kontrollieren, dass sie in
ausreichendem Mal3 erhalten bleiben, da ein typisches Merkmal von
Krebszellen die mangelnde Koppelung der Zellen untereinander ist. So
sollte in der Zellkultur wéahrend der Phase der Differenzierung die Gap

Junction Kommunikation auch diesbeziiglich kontrolliert werden. Dieses
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Problem stellt sich auch noch einmal mit der Verpflanzung von herange-
zuchteten Zellen in einen Organismus. Die gezuchteten Zellen mussen
nicht nur weiterhin untereinander, sondern auch mit dem sie umgeben-
den Wirtsgewebe in ausreichendem MalRe kommunizieren [Trosko,
Chang et al. 2000; Trosko 2007; Leithe, Sirnes et al. 2006].

e Zweitens stellt sich das Problem, wie sich eine Zellpopulation Uber die
durch die Gap Junctions gesteuerten Calcium-Oszillationen und dem da-
rin vermuteten Code in ein ganz spezifisches Gewebe ausdifferenzieren
l&asst. Um mehr Erkenntnisse zu gewinnen eignen sich unter anderem
Langzeituntersuchungen mit ASCs, in denen Uber mehrere Wochen die
Calcium-Oszillationen in ihrem Rhythmus verandert werden. Hierbei wa-
re interessant, ob die Zellen Giberhaupt ausdifferenzieren und wenn ja, zu
welchem Gewebetyp. Besonders interessiert in diesem Zusammenhang
eine Variation der Calcium-Oszillationen uber verschiede Bandbreiten
und Rhythmen hinweg, um erste Einblicke in mégliche Steuerungsme-
chanismen der Zellausdifferenzierung zu erhalten. Beispiele, wie die
Frequenz der Calcium-Oszillationen verandert werden kann, wenn auch
nicht mit Stammzellen, sondern an Epithelzellen der Luftréhre bzw. an
glatten Muskelzellen der Nabelschnur, liegen vor [Evans und Sanderson
1999; Meng, To et al. 2007].

Versuche direkt in Richtung Tissue Engineering sind bereits durchgefihrt wor-
den und zeigen vielversprechende Resultate. So konnte bei ASCs in Ko-Kultur
mit Kardiomyozyten von Ratten eine erhdhte Vaskularisation und raumliche
Ausbreitung des angezlchteten Gewebes in vivo erzielt werden [Choi, Matsuda
et al. 2010]. Auch ASCs von Ratten, die lokal in Wunden von Ratten injiziert
wurden, zeigten eine signifikante Verbesserung der Wundheilung [Nan, Gao et
al. 2010]. Autologe ASCs konnten im Tierversuch signifikant die Knochenhei-

lung verbessern [Dragoo, Carlson et al. 2007].

Das ultimative Ziel des Tissue Engineering mit ASCs ware ein Verfahren zur
Beeinflussung der Calcium-Oszillationen zu finden und dadurch die ASCs in
jede Ziellinie und Zelltyp gezielt auszudifferenzieren. Mit dem Wissen um diese

Technik koénnten alle Gewebearten des menschlichen Korpers ersetzt werden.
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Die ASCs konnen sehr einfach aus subkutanem Fettgewebe ohne grof3eren
Eingriff entnommen werden. Nach der Aufbereitung und gezielter Differenzie-
rung im Labor kénnen die so gewonnenen Zellen ohne Probleme zuriick in den
Ursprungsorganismus transplantiert werden, wo sie als eigene Zellen erkannt
werden und dadurch von immunologische Reaktionen und von Abstof3ungspro-
zessen ausgenommen sind. Das Wissen um die Calcium-Oszillationen zu ver-
tiefen und die Technik zur Beeinflussung der Calcium-Oszillationen zu erweitern
sind Schlussel zur Entwicklung dieser vielversprechenden Therapievariante und
zugleich die Hoffnung und Erwartung erkrankter Menschen.
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Aus Fettgewebe gewonnene humane Stammzellen (ASCs) sind eine viel-
versprechende Quelle fir Geweberegeneration durch Zelltransplantation. Sie
sind einfach zu entnehmen, kdnnen zu Zelltypen aller drei Keimblatter ausdiffe-
renzieren und fuhren, autolog verwendet, zu keinen immunologischen Reaktio-
nen. Bis zu einem moglichen therapeutischen Einsatz sind noch eine Reihe von
praktischen wie theoretischen Fragen zu klaren, insbesondere nach der geziel-
ten und gesteuerten Ausdifferenzierung. Hierbei haben die Calcium-
Oszillationen nach gegenwartigem Forschungsstand eine Schlisselfunktion.
Die vorliegende Arbeit untersucht an ASCs die Generation von Calcium-
Oszillationen und die Regulation der Gap Junctions durch NO.

ASCs zeigen spontane, langanhaltende Calcium-Oszillationen. Das Calcium
wird aus intrazellularen Speichern bezogen, da die Oszillationen in Anwesen-
heit des SERCA-Inhibitors Thapsigargin aufgehoben werden. Die Calcium-
Oszillationen werden Uber den IP3-Signalweg, die PLC und die Gap Junctions
reguliert. In Anwesenheit von Antagonisten des IP3;-Rezeptors (2-APB) der
Phospholipase-C (U-73122) und der Gap Junctions (1-Heptanol und Carbeno-
xolone) sind keine Oszillationen beobachtet worden. Die Stickstoffmonooxid-
Synthase-Inhibitoren (NOS-Inhibitoren) L-NMMA, L-NAME, ETU und DPI syn-
chronisieren dagegen die Oszillationen der beobachteten Zellgruppen. Die
Inkubation mit den NO Donatoren SNAP und SNP blieb ohne Effekt. Bei der
“fluorescence recovery after photobleaching” Methode (FRAP) zeigt sich ein
erhohter Rickfluss des Fluoreszenz-Indikators Calcein in den gebleichten Be-
reich in Anwesenheit der NO Inhibitoren DPI und L-NAME. Hieraus lasst sich
erkennen, dass die Synchronisierung der Calcium-Oszillation eines verbesser-
ten Durchflusses durch die Gap Junctions bedarf. Zusammenfassend zeigen
die Daten, dass NOS-Inhibitoren die Calcium-Oszillation undifferenzierter
Stammzellen aus Fettgewebe synchronisieren, indem sie die Durchlassigkeit

der Gap Junctions steuern.
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8. SUMMARY

Fat-derived mesenchymal stem cells are a promising source of stem cells for
cell transplantation, since they can be harvested easily, pose no immunologic
difficulties at autologous implantation and can differentiate into cells from all
three germinal sheets. In the present study it is shown that undifferentiated
human fat-derived stem cells display robust oscillations of intracellular calcium
which may be associated with differentiation processes. Calcium oscillations
were dependent on calcium release from intracellular stores since they were
abolished in the presence of the store-depleting agent thapsigargin. Calcium
oscillations were apparently regulated by the inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3)
pathway and dependent on gap junctional coupling since they were abolished in
the presence of the phospholipase C antagonist U73122, in the presence of the
IP3; receptor antagonist 2-aminoethoxydiphenylborate (2-APB) as well as in the
presence of the gap junction uncouplers 1-heptanol and carbenoxolone. Prein-
cubation with the NOS inhibitors NG-monomethyl-L-arginine (L-NMMA), N(G)-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), 2-etyl-2-thipseudourea (ETU) and di-
phenylen iodonium (DPI), synchronized calcium oscillations between individual
cells within the area of inspection, whereas the NO donor
S-nitroso-N-acetyl-penicillamine (SNAP) and sodium nitroprusside (SNP) were
without effects. The synchronization of calcium oscillations was due to an im-
provement of intracellular coupling since fluorescence recovery after photob-
leaching (FRAP) experiments revealed increased reflow of the fluorescence
indicator Calcein into the bleached area in the presence of the NOS inhibitors
DPI and L-NAME. Thus, synchronization of calcium oscillations demonstrates
an increased gap junction coupling. In summary the data demonstrates that
NOS inhibitors synchronize calcium oscillations in undifferentiated fat-derived

stem cells by facilitating gap junctional coupling.
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