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Referat
Zielsetzung: Ziel dieser Arbeit war es, die Expression von Dentinsialophosphoprotein und Maspin bei

verschiedenen Zellpopulationen der dentalen Pulpa auf RNA- und Proteinebene nach Stimulation
mehrerer Signalkaskaden durch verschiedene Stimulanzien zu untersuchen. Auch die Aktivitat der

alkalischen Phosphatase (ALP) sollte in beiden Zellgruppen gemessen werden.

Methoden: Aus den Pulpen extrahierter dritter Molaren wurden Zellen isoliert, die mittels FACS in
DPSC und DPC- sortiert wurden. Die Zellen wurden mit PMA, EGF, b-FGF, Forskolin und TGF B; tber
24, 48 und 72 Stunden stimuliert. Die Expression von DSPP und Maspin wurde mittels gPCR und

Western Blots untersucht. Nach 4 und 5 Tagen Stimulation erfolgte die Messung der ALP-Aktivitat.

Ergebnisse: Die Stimulation mit PMA, EGF und b-FGF zeigte sowohl bei den DPSC als auch bei den
DPC nach 24 Stunden eine verringerte DSPP-Expression, sowohl auf RNA als auch auf Proteinebene.
Dieser Effekt war nach 48 Stunden nicht mehr nachweisbar. Ein signifikanter Einfluss von TGF ; und
Forskolin konnte innerhalb des Versuchszeitraums nicht gezeigt werden. Eine Expression von Maspin
konnte weder auf RNA-Ebene noch Proteinebene nachgewiesen werden. Die DPC- zeigten insgesamt
eine hohere ALP-Aktivitat. Die ALP-Aktivitat der DPSC stieg wahrend des Versuches bei allen

Stimulanzien und der Kontrolle an.

Schlussfolgerungen: In Limitation eines in-vitro-Versuches ldsst die RNA- und Proteinexpression der
stimulierten Zellen auf einen hemmenden Einfluss der PLCy-Aktivitat und eine Steigerung durch
Aktivierung des MAPK-Signalweges auf die Expression von DSPP schliefen. Die Stimulation der DPSC
beeinflusste den Differenzierungsgrad der Zellen, was durch eine erhéhte ALP-Aktivitat bestatigt
werden konnte. Der hohe Anteil an differenzierten Zellen bei den DPC- fiihrte zu einer hohen ALP-

Aktivitat und diese konnte durch die Stimulation nicht mehr beeinflusst werden.

Diederich, Antje: Expression und Regulation von Dentinsialophosphoprotein und Maspin in dentalen
Pulpastammzellen, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 66 Seiten, 2019
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1 Einleitung

Eine der grolRen therapeutischen Disziplinen in der Zahnmedizin ist die Endodontie. Das Ziel ist die
vollstandige Entfernung des entziindeten Pulpagewebes und eine effektive Reduzierung der
vorhandenen Mikroflora unter Erhalt gesunden apikalen Gewebes oder die Ausheilung einer
periapikalen Entziindung (European Society of Endodontology. 2006). Je nach vorrangegangener
Diagnose erzielen endodontische Behandlungen eine Erfolgsrate von bis zu 95% Uber 5 Jahre (Weiger
et al. 2001). Negative Folgen des Verlusts des vitalen Pulpa-Dentin-Komplexes sind u.a. eine fehlende
Abwebhrleistung, eine reduzierte Propriozeption und verbunden mit dem Substanzabtrag, eine

erhohte Frakturgefahr (Galler et al. 2016).

Vitalerhaltende MaRnahmen bieten im Rahmen der Traumatologie und konservierenden Therapie
Moglichkeiten eine Wurzelbehandlung zu vermeiden (Schwendicke et al. 2017; Duncan et al. 2019).
Allerdings sind die MalRnahmen auf eine minimale Entziindung des Pulpagewebes im Rahmen einer
reversiblen Pulpitis begrenzt (Galler et al. 2016). Bei vorangeschrittenem Entziindungslauf und einer
umfangreichen Gewebsnekrose, ist die gesamte Entfernung des Weichgewebes unvermeidlich

(Hdlsmann und Schéafer 2005).

Eine Alternative, die sowohl auf die Beseitigung des infizierten Gewebes und die Regeneration vitalen
reaktionsfahigen Gewebes abzielt, ist das Teilgebiet der regenerativen Endodontie und erlangt in den
letzten Jahren immer groRere Bedeutung (Diogenes et al. 2013). Hierbei wurden bisher
mesenchymale Stammzellen aus umliegenden Geweben wie der apikalen Papille als Quelle genutzt.
Die mittlerweile etablierte Methode der Revaskularisation bei Zéhnen der zweiten Dentition mit
nicht abgeschlossenem Wurzelwachstum erzielt unter definierten Bedingungen eine dhnliche
Erfolgsrate wie die Apexifikation (Alobaid et al. 2014). Bei der Revaskularisation folgt auf die
vollstandige Entfernung des urspriinglichen Pulpagewebes und Desinfektion der
Hartgewebsstrukturen die Induktion einer Blutung aus dem apikalen Gewebe und damit die
Einwanderung regenerationsfahiger Stammzellen (Stem Cells from the Apical Papilla, SCAP) (Galler

2016).

Nach Abschluss des Wurzelwachstums ist der Umfang der apikalen Papille wesentlich kleiner und
durch die physiologische apikale Konstriktion schlecht bis gar nicht erreichbar. Eine Revaskularisation
bei Zahnen mit abgeschlossenem Wurzelwachstum nach der oben genannten Methode hat dadurch

eine deutlich schlechtere Erfolgsaussicht.

Um trotzdem die Bildung eines regenerationsfahigen Gewebes in der Pulpenhdhle zu induzieren, sind

andere Quellen fiir mesenchymale Stammzellen denkbar



Mogliche Quellen waren die Pulpen anderer bleibender Zahne (DPSC), Milchzahne (SHED, Stem Cells

from Human Exfoliated Deciduous teeth) oder das Knochenmark (BMSC, Bone Marrow Stem Cells).

1.1 Dentale Stammazellen
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Abbildung 1: Darstellung der Entnahmeregionen fiir dentale Stammzellen

Abbildung 1 ist eine schematische Darstellung der Gewebestrukturen aus denen verschiedene dentale
Stammzellpopulationen entnommen werden kénnen. Aus dem Follikelsdackchen, das die
schmelzbildenden Ameloblasten enthalt, kdnnen DFSC (Dental Follicle Stem Cells) enthommen

werden. Diese Zellen sind die einzigen dentalen Stammzellen ektodermalen Ursprungs.

Beim physiologischen Zahndurchbruch geht dieser Follikel verloren und darin enthaltene Strukturen
zu Grunde. Auch bei der Extraktion von retinierten Zahnen mit noch erhaltenem Follikel wird dieses
Gewebe meist so sehr geschadigt, dass eine Isolation von DFSC kaum noch méglich ist. Die
erschwerte Entnahme und schwierige Kultivierung ist wahrscheinlich ein Grund, warum derzeit die

Studienlage tGber DFSC noch wesentlich geringer ist als die Giber DPSC oder SHED.

Die Pulpenhdhle bleibender Zahne oder Milchzahne bietet dem darin enthaltenen Weichgewebe
auch bei der Extraktion Schutz, so dass aus diesem Gewebe entweder DPSC bei bleibenden oder

SHED bei Milchzahnen isoliert werden kénnen.

Wahrend des Wurzelwachstums ist auch an der Wurzelspitze noch eine Weichgewebsstruktur
erhalten, deren Zellen Wurzeldentin und Wurzelzement bilden. Aus dieser Region entnommene
Stammzellen werden als SCAP bezeichnet. Die Zellen sollen bei der oben genannten
Revaskularisierung angeregt werden, in die Wurzel einzuwandern um ein reparatives Weichgewebe

zu bilden.



Bei diesen Zellarten (aulRer DFSC) handelt es sich um multipotente adulte Stammzellen, die einer
Determinierung auf mesenchymale Gewebearten wie z.B. Knochen- und Bindegewebe unterliegen
(Liu et al. 2015). Bei der Proliferation multipotenter Stammzellen kommt es zu einer asymmetrischen
Teilung, wobei eine der Tochterzellen den Stammzellcharakter vollstandig verliert (Abbildung 2)(He

et al. 2009).

N\

Abbildung 2: asymmetrische Teilung einer Stammzelle

Die Differenzierung mesenchymaler Stammzellen lauft schrittweise liber Progenitorzellen ab
(Abbildung 3), die ebenfalls noch teilungsfahig, aber gewebetypisch vordeterminiert sind. In
manchen Geweben kann die letzte Differenzierungsstufe, durch Reparaturvorgange nicht mehr
erreicht werden. Bei der Reparatur der Odontoblastenschicht kommt es nur zur Bildung von
odontoblastendhnlichen Zellen, da die vollstandige Differenzierung durch die Vorgange der

Odontogenese beeinflusst wird (Smith et al. 2005).
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Abbildung 3: Darstellung der Differenzierungswege mesenchymaler Stammzellen (Caplan und Bruder 2001)



1.2 STRO-1 positive und STRO-1 negative Pulpazellen

Das Pulpengewebe setzt sich aus verschiedenen Zellarten wie z.B. Odontoblasten, Endothelzellen,
Fibroblasten, Nervenzellen und mesenchymalen Stammzellen zusammen (Matthews et al. 1959).
Dentale Pulpastammzellen dienen der physiologischen Regeneration des Pulpa-Dentin-Komplexes
nach Abschluss des Zahnwachstums. Nach Bildung der reguldren formgebenden Dentinstrukturen
(Primardentin) wird zeitlebens von Odontoblasten Sekundardentin an der Innenseite des
Pulpencavums gebildet. Durch Reize (z.B. Karies oder Traumata) kann diese Odontoblastenschicht
geschadigt werden und die Zellen gehen zu Grunde. Ruhende mesenchymale Stammzellen aus dem
Pulpagewebe treten daraufhin an die Stelle der Odontoblasten und bilden als odontoblast-like Cells

Tertidrdentin oder auch Reizdentin (Goldberg und Smith 2004).

Nach der Isolierung von Zellen aus dem Pulpagewebe extrahierter Zdhne, kénnen diese durch FACS
(Fluorescence-Activated Cell Sorting) in STRO-1 positive DPSC und STRO-1 negative DPC- sortiert

werden.

Das Protein STRO-1 ist ein etablierter Oberflachenmarker fiir mesenchymale dentale Stammzellen
(Gronthos et al. 2003; Simmons et al. 1994). Es gehort zu den CD-Markern (Clusters of
Differentiation) und ist ein Trypsin-resistentes Antigen. Die Sortierung mit STRO-1 ermoglicht die
Bildung von Zellpopulationen mit einem hohen Anteil an mesenchymalen dentalen Stammzellen. Die
STRO-1 negativ sortierten Populationen enthalten Zellen, die ihren Stammzellcharakter zum grof3ten
Teil verloren haben und in ihrer Differenzierung weit vorangeschritten sind. Sie sorgen in vivo fiir die
Erndhrung (KapillargefdlRe), dienen als Rezeptoren oder bilden das bindegewebige Gerust

(Fibroblasten).

Allein der Kontakt zu Dentinoberflachen kann die Differenzierung der DPSC in die osteogene bzw.
odontogene Richtung beeinflussen (Liu et al. 2016), allerdings beeinflusst auch die Lange der
Kultivierung der Zellen nach der Isolation das Differenzierungspotenzial (Kanafi et al. 2013). Die
Signalwege der verschieden Differenzierungen von DPSC sind bisher nicht geklart. DPSC und DPC-
wachsen in vitro adharent und sind morphologisch Fibroblasten dhnlich. Ihr Wachstumsmuster

unterscheidet sich in den unteren Passagen (Abbildung 4).



Abbildung 4: Wachstumsmuster humaner Pulpazellen, STRO-1 positiv sortierte Zellen (A) und negativ
sortierte Zellen (B), HE-Farbung

13 Stimulantien

Um Einfluss auf die Differenzierung von Zellen zu nehmenen, kénnen bei in vitro-Versuchen dem
Zellmedium verschieden Zusatze beigegeben werden. Als Stimulanz eignen sich z.B.
Wachstumsfaktoren, Botenstoffe oder Enzymsubstrate um optimale Umstadnde zu generieren oder

Interaktion mit umliegenden Geweben zu simulieren.

EGF

Ras-GDP

Abbildung 5: Signalkaskaden von EGF

Der Epidermale Wachstumsfaktor bindet als einer von vielen verschiedenen Liganden (bspw. TGF a,

Amphiregulin, etc.) an einen spezifischen Transmembranrezeptor von denen vier Typen bekannt sind



(EGFR1-4, Epidermal Growth Factor Receptor). Zwei benachbarte Rezeptoren bilden eine dimere
Struktur und aktivieren so gegenseitig ihre intrinsische Tyrosinkinaseaktivitat. Dadurch werden

mehrere Signalkaskaden ausgeldst (Abbildung 5).

Durch die Phosphorylierung von Ras-GDP zu Ras-GTP wird die MAP-3-Kinase RAF (Mitogen-aktivierte
Proteinkinase-kinase-kinase) aktiviert, die ihrerseits weitere Kinasen in einer Phosporylierungs-
kaskade aktiviert, die als Transkriptionsfaktoren im Zellkern Wachstum und Differenzierung

beeinflussen (Oda et al. 2005).

Eine andere Signalkaskade verlduft Giber die Aktivierung von Phospholipase C (PLCy) die das
Phospolipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) in Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und
Diacylglycerin (DAG) spaltet. IP; setzt (iber Rezeptoren Ca%-lonen aus intrazelluldren Speichern frei,
die daraufhin zusammen mit DAG die Proteinkinase C (PKC) aktivieren. Proteinkinase C beeinflusst
das Zellwachstum, eine GbermaRige Aktivierung kann zu Tumorbildung und diabetischen

Komplikationen fiihren (Koya und King 1998).

Auch Phosphoinositid-3-Kinasen (PI3K) werden durch die Tyrosinkinasen der EGFR oder auch durch
Ras-GTP aktiviert. PI3K phosphorylieren PIP, zur Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PIP3),
welches an Proteinkinase B (PKB) bindet und diese so aktiviert. Proteinkinase B hemmt die Apoptose

und steigert die Proliferation und wirkt so auch proonkogen (Bader und Vogt 2005).

b-FGF
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. .
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Abbildung 6: Signalkaskaden von b-FGF



Bisher sind 23 verschiedene Fibroblastenwachstumsfaktoren bekannt. b-FGF (auch FGF2) bindet an
einen der vier verschiedenen Rezeptoren (FGFR 1-4, Fibroblast Growth Factor Receptors 1-4). Da es
sich bei den FGFR ebenfalls um Tyrosinkinasen handelt werden die gleichen Signalkaskaden ausgel6st
wie bei der Aktivierung des EGFR durch EGF (Dalton 2013)(Abbildung 6). FGF stimulieren ebenfalls
das Zellwachstum und spielen bei der Organ- und Skelettentwicklung eine wichtige Rolle (Teven et al.

2014).

PMA

Abbildung 7: Signalweg von PMA

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) gehort zur Gruppe der Phorbolester. Da seine Molekulstruktur
der Struktur von DAG dhnelt, aktiviert PMA direkt das Enzym Proteinkinase C (Castagna et al. 1982).
PMA ermoglicht einen speziellen Signalweg ohne Umwege liber Rezeptoren zu stimulieren
(Abbildung 7). Eine Anderung des Expressionsverhaltens oder der Morphologie nach Inkubation mit
PMA kann also einen Riickschluss darauf ermdglichen, dass diese Veranderung durch eine

Aktivierung der Phospholipase C beeinflusst wird.
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Abbildung 8: Signalweg von Forskolin



Forskolin ist ein Diterpen, das direkt mehrere Formen der Adenylatcyclase (AC) aktiviert. Das
aktivierte Enzym bildet durch Abspaltung von Pyrophosphat aus ATP den sekundaren Botenstoff
cAMP. Intrazelluldr vorhandenes cAMP aktiviert das Enzym Proteinkinase A (Abbildung 3Abbildung 8),
das durch Phosphorylierung die Aktivitat weiterer Enzyme und Regulatorproteine beeinflusst. So wie
auch die Stimulaton mit PMA umgeht eine Stimulation mit Forskolin den Signalweg tber spezifische
Rezeptoren, so dass direkt der Einfluss von PKA bewertet werden kann. PKA ist an der Regulation
einer Vielzahl zellularer Prozesse wie Entwicklung, Differenzierung, Apoptose, Immunantwort und

Gedachtnisbildung beteiligt. (Skalhegg und Tasken 2000)

TGF B,

Serin/Threonin-
kinasen

'

-

Abbildung 9: Signalkaskade von TGFp:

TGF B1 gehort zur Familie der Transforming Growth Factors. Es gibt 22 verschiedene Liganden und
vier verschiedene Rezeptoren. Die Rezeptoren sind membrangebundene Serin/Threoninkinasen und
phosphorylieren nach Ligandenbindung die R-SMADs 2 und 3 (Abbildung 9). Diese aktivierten
Varianten bilden mit SMAD 4 einen Komplex, der im Zellkern aktiv Genexpression verstarken kann
(Horbelt et al. 2012). Die TGF B-Isomere wirken Gber ihre Signalkaskade antiproliferativ und férdern
die Differenzierung. AuRerdem hat TGF B eine immunmodulierende Wirkung auf T-Zellen (Rahman et

al. 2015; Gorelik und Flavell 2002).

Bei der Differenzierung zu Odontoblasten kommt es zeitabhangig zur Expression verschiedener
Proteine. Eine Verstarkung der Expression dieser Proteine kann also ein Hinweis auf die
Differenzierung der Zellen zu odontoblastendhnlichen Zellen sein. Zu diesen Proteinen gehdéren u.a.

DSPP und ALP.



1.4 DSPP

Dentinsialophosphoprotein gehort zur Gruppe der SIBLING-Proteine (Small Integrin-Binding Ligand N-
linked Glycoproteins), die zur Matrix bei der Mineralisierung von Knochen- und Dentingewebe
gehoren. AuBRer DSPP gehéren OPN (Osteopontin), BSP (Bone Sialoprotein), DMP 1 (Dentin Matrix
Protein 1) und MEPE (Matrix Extracellular Phosphoglycoprotein) dazu (Wu und Wang 2019). DSPP
wird als ein groRRes Glycoprotein translatiert und danach proteolytisch in drei Untereinheiten
gespalten (Abbildung 10). Die Untereinheiten sind Dentinsialoprotein (DSP), Dentinglycoprotein
(DGP) und Dentinphoshoprotein (DPP) (Gu et al. 2000).

Zuerst folgt die Abspaltung des ca. 98-100 kDa grof’en DPP, danach werden DSP und DGP durch
Proteasen getrennt. Abhadngig von der aktiven Matrixmetalloprotease (MMP-2 oder MMP-20)
entstehen verschiedene Spaltprodukte von DSP und DGP. Dies fiihrt zu einer groReren Streuung in
der ProteingrofRe von 100-280 kDa bei DSP und 16-22 kDa bei DGP (Yamakoshi 2009). Die sich aus
DSPP ableitenden Proteine und Kollagen Typ | bilden den gréRten Anteil an Proteinen in humanem

Dentin. DPP ist unter den nicht-kollagenen Matrixproteinen das Haufigste (Arnold 2006).

Abbildung 10: Schema der proteolytischen Spaltung von DSPP (Fujisawa und Tamura 2012)

15 Maspin

Maspin (mammary serpin) gehort zur Gruppe der nicht inhibierenden Serine-Protease-Inhibitoren
und wurde erstmals 1994 aus Mammakarzinom-Zelllinien isoliert (Sager et al. 1994). Seitdem wurde
Maspin in vielen anderen Tumoren nachgewiesen. Auch in Ameloblastomen und wahrend der
physiologischen Zahnentwicklung wurde die Expression von Maspin nachgewiesen (Kumamoto und
Ooya 2007; Davaadorj et al. 2010). Die genaue Funktionsweise von Maspin ist bisher ungeklart. In
vielen Studien wurde eine Tumorsuppressive Wirkung durch die Drosselung der Angiogenese und
Stabilisierung extrazellularer Matrizes vermutet, allerdings entwickelten sich Maspin-Knockout-

Mause annahernd normal (Teoh et al. 2014).
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1.6 ALP

Alkalische Phosphatasen sind ubiquitdr exprimierte Enzyme, die bei erhéhtem pH-Wert die Hydrolyse
von Phosphorsaureestern katalysieren. Im menschlichen Kérper kommen vier gewebespezifische
Isoformen vor, die Plazenta-ALP (PL ALP), die intestinale ALP (I ALP) die Keimzell-ALP (GC ALP) und die
nicht-gewebespezifische alkalische Phophatase, die vermehrt in Leber-, Knochen und Nierengewebe
vorkommt. Diese Isoform wird auch als L/B/K ALP (Liver/Bone/Kindney ALP) oder TN ALP (tissue-
nonspecific ALP) bezeichnet (Sharma et al. 2014). Die durch ALP freiwerdenden Phosphatgruppen
bilden mit Calcium Hydroxylapatit und werden fir die Mineralisation von Geweben wie Knochen und

Zahn benotigt (Obermayer-Pietsch und Schwetz 2016).

TN ALP ist bei verdndertem Knochenstoffwechsel (z.B. bei physiologischem Wachstum oder

Knochentumoren) auch im Blut nachweisbar und dient klinisch zur Diagnostik.

Verstdrkte Aktivitat von ALP ist auch wahrend der Zahnentwicklung sowohl im Schmelzorgan als auch
in der direkten Ndhe der Odontoblastenschicht nachweisbar (Woltgens et al. 1995). Eine hohe
Expression von ALP lasst also auf eine erhdhte Kalzifikation schlief3en, so kann ALP als

Kalzifizierungsmarker in vitro und in vivo verwendet werden (Golub und Boesze-Battaglia 2007).
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2 Zielstellung
Die regenerative Endodontie kénnte eine Alternative zur konventionellen Endodontie werden. Der
Erhalt der Vitalitat wirde sich positiv auf die mechanischen Eigenschaften des Zahnes auswirken.

Dies wiirde in einer gesteigerten Uberlebensrate resultieren (Widbiller 2019).

Die Determinierung der zu verwendenden Zellen durch Wachstumsfaktoren kdnnte die Bildung eines
reparationsfahigen Pulpagewebes positiv beeinflussen. Da die Studienlage hierzu noch unvollstandig
ist, muss weiteres Wissen (ber die genauen Differenzierungsvorgidnge und die verantwortlichen

Signalwege durch neue Studien gewonnen werden.

Ziel dieser Arbeit war es die Expression von DSPP bei DPSC und DPC- auf RNA- und Proteinebene
nach Stimulation mehrerer Signalkaskaden durch die Stimulantien PMA, EGF, b-FGF, Forskolin und
TGF B; zu untersuchen. Eine Regulation der Expression von DSPP nach der Stimulation kann

Riickschliisse auf die bei der Dentinogenese wirkenden Signalwege zulassen.

Die Studienlage fir die Expression fiir Maspin in odontogenen Geweben ist sehr gering. In dieser
Arbeit sollte die Expression von Maspin in DSPC und DPC- beurteilt werden, eine Regulation durch
die durchgefiihrte Stimulation wiirde ebenfalls auf die zur Expression fliihrenden Signalwege

schlieBen lassen.

Die reine Expression von Genen und Proteinen ist nur eine Sicht um Differenzierungsvorgange zu
beurteilen. Zusatzlich zeigen differenzierte Zellen eine erhdhte Aktivitat gewebespezifischer Enzyme.
Flr diese Arbeit wurde die alkalische Phosphatase als Marker fiir die Bildung mineralisierten
Gewebes ausgewdhlt und die Aktivitat der ALP sollte nach der Stimulation der Signalkaskaden

gemessen werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien, Gerate und Hilfsmittel

3.1.1 Chemikalien (alphabetische Reihenfolge)

Chemikalien Hersteller, Ort, Land

5x HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Supermix Solis BioDyne OU, Tartu, Estonia
Ammoniumperoxodisulfat Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Amphotericin B Gibco™, Paisley, Scotland

Pen Strep (Penicillin 10000U/ml, Streptomycin Gibco™, Paisley, Scotland
10mg/ml)

bFGF Recombinant Human Protein Gibco™, Paisley, Scotland
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Bromphenolblau Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
Collagnease Type | Gibco™, Paisley, Scotland

Chloroform Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland

CHAPS

cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail
Dimethylsulfoxid

Dispase Il

Dithiothreitol

dNTP Set

EGF Recombinant Human Protein
Ethanol

Forskolin

Fetal Bovine Serum

Glycine

HBSS

Human TGF B1 Recombinant Protein,
eBioscience™

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Gibco™, Paisley, Scotland

Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe, Deutschland

Invitek Molecular GmbH, Berlin, Deutschland

Gibco™, Paisley, Scotland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Gibco™, Paisley, Scotland

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland
Gibco™, Paisley, Scotland

Invitrogen™, Carlsbad, USA
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Isopropylalkohol
L-Ascorbinsdure-2-phosphat
L-Glutamin

Magermilchpulver

MEM a, no nucleosides
Methanol

MTT

Natriumchlorid
Phorbol-12-myristate-13-acetate
Phosphat Buffered Saline
Random Primer

RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor

Rothiphorese NF-Acrylamid/Bis- Lésung 30%
(29:1)

SuperScript™ |l Reverse Transcriptase

SDS

Tetramethylethylendiamin

Thiourea

Trishydroxymethylaminomethan

TRIzol Readent

Trypsin-EDTA 0,05, phenol red%

Tween20

UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water

Urea

Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

TSI GmbH & Co. KG, Zeven, Deutschland
Gibco™, Paisley, Scotland

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Invitrogen™, Carlsbad, USA

Invitrogen™, Carlsbad, USA

Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen™, Carlsbad, USA

GE Healthcare, Chicago, USA

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

GE Healthcare, Chicago, USA

Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen™, Carlsbad, USA

Gibco™, Paisley, Scotland

SERVA, Heidelberg, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co KG Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare, Chicago, USA



3.1.2 Gerdte (alphabetische Reihenfolge)

Gerite

BD FACS Aria™ I

Brutschrank Cytoperm 2
ChemiDoc™ Touch Imaging System
Mikroplatten-Reader Sunrise™
Heizblockthermostat 133
Mikroskop Axiovert 25
Minigelkammer Protean I

Pipette Pipetus

Pipetten Multipette plus

PowerPAC 200

PowerPAC 300

Reinraumbank HERAsafe HS
Rotor-Gene Q 2plex Platform
Orbital Schiittel-Misch-Gerat 3005
T3 Thermocycler

Trans-Blot® Cell

UV-Visible Spectrophotometer UV-1602
Vortex Genie 2

Waage SP32 02 S

Zentrifuge Biofuge primo R
Zentrifuge Galaxy 7D

Zentrifuge Rotanta/AP

Wasserbad WB 14

14

Hersteller, Ort, Land

BD Biosciences, San Jose, USA

Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

TECAN Group AG, Mannedorf, Schweiz
Haep Labor Consult, Bovenden, Deutschland
ZEISS, Jena, Deutschland

Bio-Rad, Munchen, Deutschland

Hirschman Laborgerate, Eberstadt, Deutschland

Eppendorf-Netheter-Hinz, Hamburg,
Deutschland

Bio-Rad, Munchen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland
Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
GFL, Burgwedel, Deutschland
Biometra, Gottingen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Shimadzu, Kyoto, Japan

Scientific Industries, New York, USA
Sartorius Basic, Gottingen, Deutschland
Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland
VWR International, Darmstadt, Deutschland
Hettich AG, Bach, Schweiz

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach,
Deutschland



15

3.1.3 Hilfsmittel, Primer und Antikorper (alphabetische Reihenfolge)

Hilfsmittel

Hersteller, Ort, Land

Amersham ECL Full-Range Rainbow Molecular GE Healthcare, Chicago, USA
Weight Markers

ECL Western Blotting Substrate Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Eppendorf-Réhrchen

Eppendorf-Netheter-Hinz, Hamburg,
Deutschland

Amersham Hybond P 0.45 PVDF blotting GE Healthcare, Chicago, USA

membrane

Zellkulturflaschen (75cm?) Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
BD Falcon Cell Strainer, 70 um BD Biosciences, San Jose, USA

Zentrifugenréhrchen (15ml, 50ml)

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Tabelle 1: Primersequenzen fiir gPCR

Primer Sequenz 5-3' Basenpaare | Annealing Temperatur
DSPP sense TTC CGATGG GAG TCCTAG TG 144 60°C
antisense | TCT TCT TTC CCATGG TCCTG 58°C
GAPDH sense ACC CAG AAG ACT GTG GAT GG 232 60°C
antisense | TTC TAG ACG GCA GGT CAG GT 60°C
Maspin sense GGCAAT GTCCTCTTCTCT CCAA 72 62°C
antisense | GTCACCTTT AGC ACCCACTT 58°C
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Tabelle 2: Antikorper fiir Western Blot

Antikorper Zielspezies | Ursprungsspezies |Hersteller Puffer

Anti-B-Actin-1gG Human Maus Sigma PBS

Anti-DSPP-1gG Human Maus santa cruz biotechnology, TBS

(LFMb-21) Dallas, USA

Anti-Maspin-1gG (H-130) | Human Kanninchen santa cruz biotechnology, TBS
Dallas, USA

Anti-Mouse-1gG-HRP Maus Ziege santa cruz biotechnology, PBS
Dallas, USA

Anti-Mouse IgG-R- Maus Ziege MERCK KGaA, Darmstadt,

Phycoerythrin Deutschland

Anti-Rabbit-1gG-HRP Kanninchen | Ziege santa cruz biotechnology, TBS
Dallas, USA

Anti-STRO-1 IgM Human Maus R&D Systems Inc.,
Minneapolis, USA

3.2 Zellkultur

3.2.1 Zellisolation und Proliferation

Die verwendeten Zdhne wurden den Patienten bei indizierten operativen
Weisheitszahnentfernungen entnommen. Die Patienten wurden aufgeklart und gaben ihr
Einverstandnis zur experimentellen Verwendung. Umgehend nach Entnahme des Gewebes wurde es

in HBSS transportiert.

Die Isolation erfolgte durch enzymatischen Verdau. Dafiir wurde der Zahn geteilt und das
entnommene Gewebe mit einem Skalpell zerkleinert (Abbildung 11). Das Weichgewebe wurde mit

Collagenase | (3mg/ml) und Dispase (4mg/ml) fir 90 Min. bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Nach dem Verdau wurde das Gewebe durch ein Zellsieb filtriert und fir 10 Min. bei 10U/min
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in a-MEM ausgesat, wobei das Medium mit 10% FBS,

L-Glutamin (289mg/l) und Ascorbinsaure (292mg/I) versetzt wurde.
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Abbildung 11: eréffneter Zahn mit entnommener Pulpa

Dem Medium wurde primar Penicillin, Streptomycin und Amphotericin B beigefiigt (Tabelle 3). Nach
Etablierung der Kultur wurde das Antibiotikum reduziert und Amphotericin B nicht mehr verwendet

(Tabelle 4).

Tabelle 3: Isolationsmedium

Menge/Volumen

MEM o, no nucleosides 900ml

FBS 100ml

Pen Strep (Penicillin 10000U/ml, Streptomycin 10mg/ml) | 15ml

L-Glutamin 0,2mM
L-Ascorbinsaure-2-phosphat 1mM
Amphotericin B 1,250mg/I

Tabelle 4: Wachstumsmedium

Menge/Volumen

MEM a, no nucleosides 900ml

FBS 100ml

Pen Strep (Penicillin 10000U/ml, Streptomycin 10mg/ml) | 5ml

L-Glutamin 0,2mM

L-Ascorbinsdure-2-phosphat 1mM
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3.2.2 Zellsortierung
Nach ausreichender Vermehrung wurden die kultivierten Zellen per FACS (Fluorescence Activated
Cell Sorting) in DPSC und DPC- getrennt. Als Primarantikdrper zur Sortierung wurde der

Stammzellmarker STRO-1 ausgewahlt.

Die Zellen wurden trypsiniert und mit PBS gewaschen und resuspendiert. Danach wurde der primare
Antikdrper hinzugegeben und die Zellen 30 Min. auf Eis inkubiert. Um unspezifische Bindungen zu
reduzieren wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen. Als zweiter und fluoreszierender Antikérper
wurde Phycoerythrin gewahlt, ebenfalls mit den Zellen 30 Min. auf Eis inkubiert und danach

gewaschen.

Nach der Sortierung wurde dem Zellmedium bis zur ersten Passage wieder die erh6hte Menge

Antibiotikum und Fungizid beigegeben.

3.2.3 MTT-Assay

Fiir die Kultivierung von Zellen in vitro wird dem Zellmedium oft ein tierisches Serum wie FBS
zugesetzt um durch die damit verbundene Beigabe verschiedener Wachstumsfaktoren und Proteine
die Proliferation und Adhasion zu steigern. Die genaue Zusammensetzung des FBS ist stark

chargenabhangig und die genauen Konzentrationen der Proteine meistens unbekannt

Um fiir die Stimulation reproduzierbare Bedingungen zu schaffen sollte unter Erhalt einer geeigneten
Proliferationsrate der Serumanteil im Medium auf die geringstmogliche Konzentration reduziert

werden.

Diese Konzentration sollte mit einem MTT-Assay bestimmt werden. MTT ist ein gelbes
Tetrazoliumsalz, das von den Zellen aufgenommen wird und von aktiv metabolisierenden Zellen zu
einem violetten wasserunldslichen Formazanfarbstoff reduziert wird. Dieser verbleibt in den Zellen
und wird dann durch eine Lyse freigesetzt. Die Menge an umgesetztem MTT wird durch die Messung
der Absorption bestimmt und steht mit der Anzahl an metabolisch aktiven Zellen in Korrelation

(Gerlier und Thomasset 1986).

96-Well-Platten wurden mit 3x10* Zellen in 200ul pro Well beimpft. Nach 24 Stunden mit
Wachstumsmedium waren die Zellen adharent. Darauf folgten weitere 24 Stunden mit serumfreien
Medium und bis zu 72 Stunden Stimulationsmedium, wobei nach jeweils 24 Stunden ein

Mediumwechsel erfolgte.

Zur Messung der Zellviabilitat wurden die Zellen mit 20pl MTT-Losung (5mg MTT in 5ml HBSS) fiir 4
Stunden inkubiert. Der Flussigkeitstiberstand wurde entfernt und der Riickstand in je 100l DMSO

gelost.
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Die Absorption wurde mit dem Mikroplatten-Reader Sunrise™ der Firma TECAN Group AG bei 570nm

Wellenlange (Referenzwellenlange 630nm) gemessen.

3.2.4 Stimulation

Fir die Stimulation der verschiedenen Zelllinien wurden 3x10° Zellen mit 12ml Wachstumsmedium in
Zellkulturflaschen mit 75cm? Wachstumsflache ausgesat und bis zu einer Zellkonfluenz von ca. 70%
inkubiert. Flir 24 Stunden wurde das Medium auf a-MEM ohne FBS gewechselt, die anderen Zusatze
blieben wie bisher verwendet. Separate Stimulationsmedien wurden nach Tabelle 5 hergestellt und
jeweils nach 24 Stunden erneuert. Fir die Kontrollkultur wurde weiterhin das Medium ohne FBS

verwendet.

Tabelle 5: Stimulantien und Konzentrationen

Stimulantien Konzentration im Medium
EGF Recombinant Human Protein 1ng/ml

bFGF Recombinant Human Protein 10ng/ml

Forskolin 10uM

Phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) | 10ng/ml

Human TGF B1 Recombinant Protein 10ng/ml

3.3 Isolation der RNA, RT-Herstellung und g-PCR

3.3.1 Isolation der RNA

Die RNA wurde mit TRIzol™ Reagent (Thermo Fischer Scientific, USA) isoliert. Die Zellen wurden fur
5 Min. bei Raumtemperatur mit der Losung inkubiert, danach erfolgte nach Zugabe von Chloroform
die Phasenbildung durch Zentrifugation mit 12.000g fiir 15 Min. bei 4°C. Es folgte eine Fallung der
wassrigen Phase mit Isopropylalkohol fiir 10 Min. bei Raumtemperatur und ein erneuter Zentri-
fugationsschritt bei 12.000g fiir 10 Min. bei 4°C. Das so entstandene RNA-Pellet wurde zweimal mit
70%-igem Ethanol gewaschen, getrocknet und dann fiir 10 Min. bei 60°C in RNA-freiem Wasser
gelost. Die Proben wurden bei -80°C gelagert. Die Konzentration der RNA wurde photometrisch mit

dem UV-Visible Spectrophotometer UV-1602 der Firma Shimadzu bestimmt.

3.3.2 RT-Herstellung und gq-PCR
Jeweils 1ug der isolierte RNA wurde in 10ul RNAasefreiem Wasser gel6st. Die so verdiinnte RNA wurde
gevortext, kurz zentrifugiert und im Thermocycler bei 75°C fur drei Minuten denaturiert. Im Anschluss

wurde die RNA mit SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen™, USA) nach modifiziertem
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Produktprotokoll in cDNA umgewandelt (Tabelle 6). Mit der entstandenen cDNA konnte die Expression
mit quantitativer PCR bestimmt werden. Fiir die qPCR wurde der 5x HOT FirePol® EvaGreen® gPCR Mix
Plus (no ROX) der Firma Solis BioDyne genutzt und nach Herstellerangaben mit dem Rotor-Gene Q

2plex der Firma Quiagen angewandt.

Tabelle 6: RT-Mix nach SuperScript™ Il Reverse Transcriptase

Komponente Volumen
5 x RT-Puffer 5ul
12,5 mM dNTP-Mix 1l
100 ng/ul Random Primer 3ul
0,21 M DTT 2,5ul
RNasin (40 U/pl) 0,5ul
Superscript 11 (200 pl) 0,3ul
DEPC-H,0 2,7ul

3.4 Isolation der Proteine und Western Blot

3.4.1 Isolation der Proteine

Die Zellen wurden trypsiniert und mit PBS gewaschen, danach wurden die Proteine mit Lysepuffer
(Tabelle 7) gelost, zentrifugiert und bei -80°C gelagert. Die Vermessung der Proteinkonzentration
erfolgte photometrisch nach der Bradford-Methode bei 480nm Wellenlange. Verwendet wurde das
Bio-Rad Protein Assay der Firma Bio-Rad und das UV-Visible Spectrophotometer UV-1602 der Firma

Shimadzu.

Tabelle 7: Lysispuffer

Chemikalie Menge
7M Urea 4,28

2M Thiourea 1,524¢g
4% CHAPS 0,4e
40mM DTT 0,0616g
Eco)gllf:;tem Protease Inhibitor 1 Tablette

in 10ml Aqua bidest
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3.4.2 Western Blot

Die Proteine wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Gele auf Acrylamidbasis wurden nach
Tabelle 8 und Tabelle 9 gegossen. Die Proben wurden mit Ladepuffer (Tabelle 10) versetzt, bei 95°C
flr 5 min im Heizblockthermostat 133 der Firma Haep Labor Consult denaturiert und zusammen mit
einem Full Range Marker aufgetragen. Die angelegte Stromstarke betrug maximal 40mA pro Gel mit

dem Labornetzgerat PowerPAC 200 der Firma Biorad.

Tabelle 8: Sammelgel

Sammelgel 4% 2ml

Aqua bidest. 1,4 ml

Rothiphorese NF-Acrylamid/Bis- Losung 30% (29:1) | 0,33 ml

1 M Tris (pH 6,8) 0,25 ml
10% SDS 0,02 ml
10% APS 0,02 ml
TEMED 0,002 ml

Tabelle 9: Trenngel

Trenngel 12% 10 mi

Aqua bidest. 3,3 ml

Rothiphorese NF-Acrylamid/Bis- Losung 30% (29:1) | 4,0 ml

1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml
10% SDS 0,1 ml
10 % APS 0,1 ml
TEMED 0,004 ml

Beim Blottvorgang erfolgte der Nasstransfer der Proteine vom Gel auf eine PVDF Membran mit der
Trans-Blot® Cell bei 6°C mit einer angelegten Stromstarke von 1A (ber 2 Stunden mit dem
Labornetzgerat PowerPAC 300 der Firma Biorad. Dafiir wurde der in Tabelle 11 beschriebene

Transferpuffer verwendet.
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Tabelle 10: Ladepuffer

Chemikalie Menge/Volumen
Tris/HCI 1M pH 6,8 2,4ml
Glycin 4ml
SDS 0,8g
40mM DTT 0,154¢
in 10ml Aqua bidest, danach 0,01% Bromphenolblau zugeben

Tabelle 11: Transferpuffer

Chemikalie Menge/Volumen
Glycin 42 g
Tris 9¢g
Methanol 600ml
in 21 Aqua bidest.

3.4.3 Proteindetektion

Im Anschluss an den Blottvorgang wurden die unspezifischen Bindungsstellen mit einer 5%igen
Milchpulverlésung fiir 1 Stunde geblockt und die Membran mit dem spezifischen Antikérper (Tabelle
2) Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurde die Membran mit einer antikorperabhangigen
Pufferlosung (z.B. TBS-T) dreimal fiir 10 Min. gewaschen und danach mit einem HRP-gekoppelten
Sekundirantikérper fiir 1 Stunde inkubiert. Uberschiissiger Antikdrper wurde wieder durch Waschen
mit Pufferlésung entfernt. Als Substrat fir HRP wurde die Membran fiir 1 Min. mit ECL inkubiert und
die Chemolumineszenz mit dem ChemiDoc™ Touch Imaging System der Firma Bio-Rad gemessen. Die
Grauwertbestimmung der Banden erfolgte mit dem Programm Alpha View SA der Firma
ProteinSimple. Zur Normalisierung wurde die Chemolumineszenz bei Inkubation mit einem Anti--

Aktin-Antikorper bestimmt.

35 ALP Assay

Als funktioneller Assay wurde das Amplite™ Colorimetric Alkaline Phosphatase Assay Kit *Yellow
Color* der Firma AAt Bioquest® genutzt. Das Kit wurde mit adharenten Zellen in 96-Well-Platten
verwendet. Die Zellen wurden tber 4 und 5 Tage stimuliert. Nach 60 Min. Inkubationszeit bei 37°C

erfolgte die Messung der Absorption mit dem Mikroplatten-Reader Sunrise™ der Firma TECAN Group



23

AG bei 400nm Wellenldange. Anhand einer Standardkurve konnte dann die Aktivitat der alkalischen

Phosphatase in mU/ml bestimmt werden.

3.6 Statistische Auswertung

Um signifikante Unterschiede zwischen den Messwerten der verschiedenen Assays zu beurteilen
erfolgte die statistische Auswertung der Ergebnisse mittels zweiseitigem t-Test. Es wurde ein
Signifikanzniveau von a=0,05 verwendet. Dementsprechend wurden Ergebnisse mit einem p-Wert

kleiner als 0,05 als statistisch signifikant erachtet.

3.7 Ethikvotum
Das Forschungsprojekt , Tissue Engineering der Zdhne”, zu dem diese Arbeit zahlt, erhielt am
13.01.2010 ein positives Votum der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-

Universitat Halle-Wittenberg.
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4 Ergebnisse

4.1 FACS
Nach der Isolierung der Pulpazellen aus den extrahierten Zellen wurden Zellen vermehrt und in einer
geringen Passage (vor der vierten Passage) durch Durchflusszytometrie sortiert. Abbildung 12 zeigt

das Ergebnis einer Sortierung.

Die verschieden ausgerichteten Laser des Durchflusszytometers ermoéglichen die Beurteilung der
ZellgroRe durch Unterbrechung des Lichtstrahls (Forward Scatter, FSC-A) und Beurteilung der
Zellkérnung durch Streuung des Lichtstrahls (Side Scatter, SSC-A). Nach Messung der Autofluoreszenz
(ohne Abbildung) wurden die Zellen anhand der Signalstarke des konjugierten Farbstoffs
Phycoerytrin (PE-A) in Abhédngigkeit von der ZellgroRBe und Zellkérnung in STRO-1 negative (P1) und
STRO-1 positive Zellen (P2) unterteilt. Fiir diese Beispielprobe ergab sich eine Verteilung von 70,5%
STRO-1 negativen und 2,5% STRO-1 positiven Zellen. In allen sortierten Proben ergaben sich Werte
von 0,5-3% an DPSC.
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Abbildung 12: Ergebnisse einer Sortierung von DPC mit STRO-1 mittels Durchflusszytometrie
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4.2 MTT-Assay

Die Absorptionsmessung des MTT-Assays mit FBS-Konzentrationen von 0-10% (iber 24, 48 und 72
Stunden ergab mit Erh6hung der FBS-Konzentration eine gesteigerte Proliferationsrate. Allerdings
zeigte auch die Kultur ohne FBS-Zusatz eine stabile Zellzahl mit geringer Proliferationsrate, so dass
fur die Zeit der Stimulation auf FBS im Medium verzichtet werden konnte. Die Zellen wurden 24h vor

der Stimulation auf serumfreies Medium umgestellt (Abbildung 13).

MTT DPC a-MEM

0,500
0,400 T T
c T
o T
= 0,300 T
8. - T T [ | 24h
2 0,200
'QQ: T T 48h
0,100 I 72h
0,000
0% 1% 2% 5% 10%

FBS-Konzentraztion

Abbildung 13: MTT-Assay von DPC mit verschiedenen FBS-Konzentrationen im Medium
4.3 DSPP

4.3.1 RNA-Expression

Die nach 24, 48 und 72 Stunden isolierte RNA wurde durch reverse Transkriptase in cDNA
umgewandelt und dann mittels q-PCR auf die Expression des Gens DSPP untersucht. Zur
Normalisierung der Ergebnisse wurde die RNA-Expression von GAP-DH bestimmt und herangezogen

(Abbildung 14).

Im Verlauf der Stimulation ergab sich fir die Kontrollzellen der Zellpopulationen von DPSC und DPC-
keine Veranderung in der Expression des Gens. Auch bei der Stimulation mit TGF B1 kam es zu keiner

Veranderung der Expression.

Bei anderen Stimulantien kam es zu einer Regulation der DSPP-Genexpression.

Eine signifikante Verringerung der Expression fand bei der Stimulation von DPSC mit PMA (p=0,016)
und EGF (p=0,023) Gber 24 Stunden statt. Diese anfangliche Reduktion der Expression durch PMA
und EGF in Bezug auf die unstimulierte Kontrolle war nach 72 Stunden nicht mehr nachweisbar, es

kam sogar zu einer Steigerung der Expression Uber die Zeit.
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Die anderen Stimulantien zeigten ebenfalls eine Regulation der DSPP-Expression bei DPSC, b-FGF
zeigte einen dhnlichen Verlauf wie PMA, EGF und Forskolin I6ste nach 24 Stunden einen Anstieg der
Expression aus, der nach 48 Stunden allerdings wieder das Niveau der unstimulierten Kontrolle

erreichte.

Die Resonanz auf die Stimulation war die DSPP-Expression im Ganzen bei den DPSC starker
ausgepragt als bei den DPC-. Ein hemmender Effekt von PMA war auch bei DPC- sichtbar, dieser war
allerdings erst nach 48 Stunde signifikant (p=0,035). EGF und Forskolin senkten die Expression, TGF B,

zeigte keine Veranderung in Versuchszeitraum.

DSPP
250% —
%
r 1
200%
H DPSC 24h
C
0,
7 e e DPSC 48h
4 A
£ 100% 1 - I I | DPSC 72h
[ I I I . B DPC- 24h
50% I h I DPC- 48h
DPC- 72h
0%
Kontrolle PMA EGF b-FGF Forskolin TGF B1
Stimulanz

Abbildung 14: RNA-Expression von DSPP in Prozent zur unstimulierten Kontrolle

4.3.2 Proteinexpression

Die Proteindetektion von DSPP fiihrte zu der Darstellung mehrerer Banden im Western Blot im
Bereich von 100-130 kDa (Abbildung 15). Die Banden werden einerseits durch die verschiedenen
Proteine DSPP, DPP und DSP, als auch durch mehrere proteolytische Stadien der Teilung von DSPP in
DPP, DSP und DGP erzeugt. Fiir die Auswertung wurden die Regionen aller Banden herangezogen.

Die Auswertung bezieht sich auf die mitgefiihrte unstimulierte Kontrolle der gleichen Inkubationszeit.

Die in Abbildung 16 dargestellten normalisierten Expressionswerte bestatigen die Werte der RNA-
Expression. Auch auf Proteinebene war bei den DSPC durch die Inkubation mit PMA, EGF und b-FGF
eine reduzierte Expression im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle messbar. Diese anfangliche
Verringerung ist nach 48 Stunden nicht mehr nachweisbar. Die Expression bei den STRO-1 positiven

Zellen war bei allen Populationen nach 72 Stunden ungefahr auf einem Niveau.
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Abbildung 15: Western Blot mit DSPP 1:100
Bei den STRO-1 negativen Zellen fihrt die Stimulation mit Forskolin tiber den gesamten
Versuchszeitraum zu einer Reduzierung der Expression. Generell kommt es nach 72 Stunden zu einer

verringerten Expression von DSPP in DPC-.
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Abbildung 16: Proteinexpression von DSPP in Prozent zur unstimulierten Kontrolle
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4.4 Maspin

4.4.1 RNA-Expression

In dieser Arbeit konnte nach Isolation der RNA keine Expression von Maspin wahrend der Stimulation

nachgewiesen werden, da die gemessenen Werte sich alle unter der Nachweisgrenze befanden. Die

Schmelzkurven der quantitativen PCR und die vergleichende Quantifizierung sind in Abbildung 17

dargestellt.

2
Cyce

2
Cyce

Abbildung 17: Schmelz und vergleichende Quantifizierung der RNA-Expression von Maspin bei DSPC (A) und

DPC- (B), * markiert die Positivkontrolle (HaCaT)

4.4.2 Proteinexpression

Auch auf Proteinebene war keine Expression von Maspin in DPSC und DPC- nachweisbar. Im

Vergleich mit der Positivkontrolle aus HaCaT-Zellen von der nur 5ug Proteine aufgetragen wurden, ist

keine spezifische Bande in den Proben sichtbar, so dass keine Auswertung erfolgen konnte

(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Western Blot mit Maspin 1:100
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4.5 ALP-Aktivitat

Nach der Stimulation tGber 4 und 5 Tage erfolgte die Aktivitditsmessung der Alkalischen Phosphatase.
Die Standardkurven der jeweiligen Messung sind in Abbildung 19 dargestellt. Anhand der
Absorptionswerte einer mitgefiihrten Verdiinnungsreihe konnte der Anstieg berechnet werden und

damit die ALP-Aktivitat der stimulierten Zellen in mU/ml.

Standardkurve der Messung der Standardkurve der Messung der
4-Tage-Proben 5-Tage-Proben

1200 1200
1000 —V—_W 1000 W
800 800
600 / 600 /
400 400 /
200 / 200 /

0 T T T 1 0 T T T 1

mU/ml ALP

muU/ml ALP

Absorption Absorption

Abbildung 19: Standardkurven fiir die Bestimmung der ALP-Aktivitat nach 4 und 5 Tagen

Nach 4 Tagen Stimulation der DPSC zeigte EGF eine signifikante Steigerung (p=0,028) der ALP-
Aktivitat im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Bei allen DPSC-Populationen kam es im
Versuchszeitraum zur Erhohung der Aktivitat. Bei der Stimulation mit EGF (p=0,0006), b-FGF
(p=0,0002) und Forskolin (p=0,0007) und der Kontrolle (p=0,005) war diese Erhéhung signifikant.

Die Aktivitat der alkalischen Phosphatase war bei den DPC- insgesamt hoher. Die Stimulantien PMA
(p=0,022), b-FGF (p=0,002) und TGF B; (p=0,021) zeigten eine signifikante Verringerung, EGF
(p=0,013) und Forskolin (p=0,009) eine signifikante Steigerung der Aktivitat. Die Gber 4 Tage erzielten

Effekte flhrten bei den DPC- zu keiner signifikanten Verdanderung nach 5 Tagen (Abbildung 20).
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5 Diskussion
5.1 Methoden

5.1.1 Zellauswahl und Isolation

Der Bedarf von reimplantierten Stammzellen ergibt sich erst mit abgeschlossenem Zahnwachstum,
da vorher die ortstandigen Stammzellen der apikalen Papille (iber den noch groRen Apex erreicht
werden konnen. Dies ist etwa ab dem Alter von 14 Jahren der Fall. In diesem Alter kénnen
physiologisch keine Milchzahne mehr als autologe Quelle fiir SHED verwendet werden. Eventuell
persistierende Milchzdahne sind in diesem Alter schon ca. 13 Jahre den Reizen der Mundho6hle
ausgesetzt. Selbst in einem kariesfreien Milchzahngebiss findet, ausgeldst durch die physiologische
Abrasion und die physikalischen Reize der Erndhrung eine Reizdentinbildung statt. Die Menge des

Pulpengewebes nimmt ab.

Bei der Isolierung von SHED greift man auf Milchschneidezdhne mit min. 2/3 noch vorhandener
Wourzellange zurick (Bakopoulou et al. 2011). Diese Zahnldnge ist nur bis zum Alter von 4-5 Jahren
vorhanden, danach ist die Resorption der Wurzel durch das Wachstum des bleibenden Frontzahns zu
weit fortgeschritten. Das Zeitfenster zur Entnahme von SHED ist also zwischen dem ersten und dem
flinften Lebensjahr. Aullerdem muss der Zahn vor dem physiologischen Zahnverlust aktiv extrahiert
werden. Die meisten Studien arbeiten in ihren Versuchen mit der vollstandigen entnommenen
Zellpopulation ohne weitere Uberpriifung von Stammzellmarkern (Miura et al. 2003; Bakopoulou et

al. 2011)

DPSC wurden in dieser Arbeit aus retinierten Weisheitszahnen entnommen, die Zellen waren bis zur
Extraktion den Reizen der Mundhdéhle nicht ausgesetzt. Die Entnahme erfolgte im Alter von 18-22
Jahren, ein Alter in dem der Bedarf an autologen Stammzellen zur Vitalerhaltung bei Patienten

absehbar sein kann.

5.1.2 FACS-Sortierung mit STRO-1

Die Separierung der Zellen in STRO-1 positive DPSC und STRO-1 negative DPC- erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Die vorbehandelten Zellen werden in einem Fliissigkeitsstrom an bis zu flinf
verschiedenen Lasern vorbeigefiihrt und je nach Fluoreszenzverhalten sortiert. Die verschiedenen
erhobenen Werte geben nicht nur vorhandene Oberflichenmarker an, sondern lassen auch eine
Beurteilung der GroRe und Zellkérnung zu. Die Unterbrechung des Lichtstrahls ldsst eine Beurteilung
der ZellgréRe und die Streuung des Lichtstrahls die Beurteilung der Zellkdrnung zu. Die Werte kénnen
Hinweise auf die Vitalitdt der Zellen geben, da eine erhéhte Kérnung bei geringer ZellgroRe ein

Zeichen flir Apoptosevorgange ist.
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Zudem konnen falsche Positivsortierungen von negativen Zellen, die an positiven haften durch die

Bewertung des Verhaltnisses von Fluoreszenz zu GréRe vermieden werden.

Da eine sehr geringe Population von STRO-1 positiven Zellen zu erwarten war, zeigte sich diese
Methode als geeigneter als beispielsweise eine Sortierung per MACS (Magnetic Activated Cell
Seperation). Diese Methode sortiert die Zellen durch eine mit Magneten umgebene Saule. Die Zellen
werden mit einem ersten spezifischen Antikérper markiert und an diesen bindet ein mit einem
Magnetbead gekoppelter zweiter Antikorper. Die positiven Zellen verbleiben durch die Anziehung
der Magneten in der Sdule. Um diese positive Population zu gewinnen, muss die Sdule danach ohne
Magnete gespllt werden, so dass die positiven Zellen ausgewaschen werden. Bei dieser Technik ist
die negative Sortierung vorzuziehen, da diese Population die groRte Reinheit aufweist (Liao et al.
2016; Frauchiger et al. 2019). Zusatzlich ist es bei der MACS nicht moglich nach anderen Kriterien zu
Sortieren. Die FACS-Methode ermaoglicht zusatzlich eine Beurteilung der ZellgroRe und Granularitat

und schliel8t so eine Positivsortierung von zwei aneinander haftenden unterschiedlichen Zellen aus.

Der Marker STRO-1 hat sich als ein stabiler Stammzellmarker fir dentale und ossdre Zellen erwiesen.
STRO-1 positive Zellen zeigten in vielen Studien ein erhéhtes Potenzial zur odontogenen oder
osteogenen Differenzierung (Yu et al. 2010; Bakopoulou et al. 2013; Ercal et al. 2017). In friiheren
Versuchen konnte zudem eine hohe Expression weiterer CD-Marker in STRO-1 positiven Zellen
nachgewiesen werden. STRO-1 positive Zellen zeigten eine verstarkte Expression von CD29, CD44,
CD90, CD105 und CD146 (Schenk et al. 2015). Auch in dieser Untersuchung zeigte sich bei den DPSC
im Allgemeinen eine starkere Reaktion auf die Stimulation als bei DPC-. Die verringerte Wirkung der
Stimulantien auf die DPC- wird wahrscheinlich durch den hoheren Anteil an vollstandig

differenzierten Zellen bedingt.
5.2 Ergebnisse

5.2.1 DSPP

Die anfangliche Verringerung der RNA-Expression von DSPP durch PMA, EGF und b-FGF (in dieser
Arbeit signifikant bei PMA und EGF) lasst auf eine Hemmung der Expression durch eine Aktivierung
der Proteinkinase C schlieRen. Die RNA-Ergebnisse zeigen, dass die anfangliche Reduzierung der
Expression nach 48 Stunden wieder kompensiert und nach 72 Stunden DSPP auf RNA-Ebene sogar

verstarkt exprimiert wird.

Die PKC wird durch DAG aktiviert, dieses wird durch Phospholipase Cy aus PIP2 gespalten. Die PLCy
wird durch die rezeptorgebundenen Tyrosinkinasen der EGF- und FGF-Rezeptoren aktiviert. PMA

entspricht der Molekilstruktur von DAG und reagiert deshalb auch ohne Rezeptoren direkt mit PKC.
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Die Aktivierung der meisten Signalkaskaden fiihrt auch zu einer negativen Riickkopplung durch die
Endprodukte und Inaktivierung vorheriger Stufen dieser Kaskaden. Zuséatzlich phosphorylieren
Rezeptoren haufig mehrere sekundare Botenstoffe und auch diese fungieren als Hemmer auf andere
gleichzeitig aktivierte Signalwege. Die Kompensation der Hemmung durch PLCy nach 48 Stunden

kann also auf die Hemmung der PLCy durch die Aktivierung anderer Signalwege zuriickzufiihren sein.

Eine Studie mit Pulpazellen zeigte eine erhdhte Expression von DSPP nach Stimulation mit Leptin, die
durch Hemmung des MAP-Kinaseweges wieder herunter reguliert werden konnte (Martin-Gonzalez
et al. 2019). Eine verzogerte Aktivierung des MAP-Kinaseweges konnte also die Hemmung der
Expression durch PKC wieder kompensiert haben. Auch die Dauer der Aktivierung der Signalwege
schwankt. So bleibt der MAP-Kinaseweg, wenn er durch FGF-Rezeptoren ausgeldst wird langer aktiv

(Yamada et al. 2004).

Eine Reduzierung der Expression von DSPP durch Inkubation mit PMA war in dieser Arbeit auch auf
Proteinebene nachweisbar. Diese Ergebnisse bestatigen die RNA-Ergebnisse. Das Gen fiir DSPP wird
nicht nur transkribiert, sondern auch translatiert und das Protein DSPP kann auch als matrixbildendes

Protein wirksam werden.

Die Spaltung von DSPP in DSP, DPP und DGP kann enzymatisch durch MMP (Yamakoshi et al. 2006)
oder autolytisch (Godovikova und Ritchie 2007) stattfinden. Der Nachweis von DSPP auf
Proteinebene bezieht verschiedene Stadien dieser Spaltungsvorgange ein. Daraus ergeben sich meist
mehrere spezifische Banden nach der Gelelektrophorese (Koli et al. 2015; Muromachi et al. 2015;
Zhang et al. 2019). Es kdnnen mehrere verschiedene MMP bei der Lyse beteiligt sein, bekannt sind
z.B. MMP 2 und MMP 20. Je nach MMP kommt es zu verschiedenen Schnittstellen und so zu
geringen GroRenunterschieden der entstehenden Fragmente (Yamakoshi 2009), die die spezifische

Bindungsstelle fiir den Antikorper aufweisen.

Die auf RNA-Ebene gezeigte Steigerung der Expression nach 72 Stunden, konnte auf Proteinebene
nicht bestéatigt werden. Nach der anfanglichen Hemmung bei der Stimulation mit PMA, EGF und b-

FGF wurden nach 48 Stunden wieder dhnliche Werte wie bei der unstimulierten Population erreicht.

5.2.2 Maspin

Der Nachweis von Maspin im Rahmen der Zahnentwicklung wurde bisher in Geweben mittels
Immunhistochemie und in einer immortalisierten Epithelzelllinie aus apikalen Papillen von
Rattenzahne (HAT-7) untersucht (Kumamoto und Ooya 2007; Davaadorj et al. 2010). In dieser Arbeit

wurde erstmals die Expression von Maspin per gPCR und Western Blot in Pulpazellen untersucht.
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Weitere Arbeiten zu Maspin wie Teoh et al. 2014 haben gezeigt, dass die bisher angenommene

Funktion von Maspin in der Entwicklung Gberdacht werden muss.

Die positiven Ergebnisse bei immortalisierten Epithelzellen, kdnnen auf eine Dedifferenzierung dieser
Zellen bei der Immortalisierung hinweisen. Immortalisierte Zellen sind Tumorzellen sehr dhnlich. Eine

hohe Expression von Maspin in Tumorzellen wurde sehr oft nachgewiesen (Berardi et al. 2013).

Eventuell ist die Expression in Odontoblasten bei der Odontogenese ein Produkt gewebespezifischer
Wechselwirkungen, die in vitro bisher nicht erreicht werden konnten. Die in den
immunhistochemischen Versuchen beobachtete Expression von Maspin in Geweben kdnnten durch

benachbarte Strukturen wie matrixsezernierende Ameloblasten bedingt wurden sein.

5.2.3 ALP

Eine verstarkte Expression der alkalischen Phosphatase gilt als Marker fir die Differenzierung der
Zellen. Volldifferenzierte Zellen aus mineralisierten Geweben wie Osteo- oder Chondroblasten zeigen
zu Beginn der Differenzierung eine hohe ALP-Aktivitat (Burch et al. 1985; Millan 2013). Da sich bei
den DPC- zu einem hohen Anteil um differenzierte Zellen, wie z.B. Fibroblasten handelt, ist auch eine
hohe Grundaktivitat der ALP zu erwarten. Der hohe Differenzierungsgrad fihrt zu einer schwacheren
Reaktion auf die Stimulation, damit verbunden kaum Unterschiede zwischen den verschiedenen

Proben.

Der Anstieg der ALP-Aktivitat Giber den Zeitraum der Stimulation bei allen DPSC geht auf den Beginn
der Differenzierung der Zellen zuriick. Dass auch bei den Kontrollzellen ein signifikanter Anstieg
gemessen werden konnte, erklart sich aus dem Einfluss der Zellkulturmethoden und eine mogliche
spontane Differenzierung (Yu et al. 2010). Ein Kontakt mit artifiziellen Oberflachen und die Dauer der
Kultivierung fiihrt auch ohne spezifische Stimulation zur Differenzierung von Zellen (Karamzadeh et

al. 2012).

Die positivsortierten Zellen zeigten in allen Versuchen eine starkere Reaktion auf die Stimulation als
die STRO-1 negativen Zellen. Die verringerte Reaktion dieser Zellen kann durch einen groRen Anteil
an Zellen mit hohem Differenzierungsgrad beeinflusst sein, worauf die hohe ALP-Aktivitat bei diesen

Zellen hinweist.
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5.3 Schlussfolgerung und Ausblick

In Limitation einer experimentellen in-vitro-Untersuchung konnten die verschiedenen
Zellpopulationen der dentalen Pulpa besser charakterisiert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen einen Einfluss verschiedener Signalwege auf die Expression von
DSPP bei DPSC und DPC- auf RNA- und Proteinebene. Die Regulation der Expression von DSPP nach
der Stimulation mit PMA, EGF und b-FGF lasst auf eine Beteiligung des MAP-Kinaseweges bei der
Dentinogenese schlieRen. Um diese Ergebnisse zu validieren wdren weitere Versuche mit einer

Spezifizierung auf die verschiedenen Rezeptortypen der Tyrosinkinaserezeptoren eine Moglichkeit.
Ein gerichteter Einfluss von TGF-B; und Forskolin konnte nicht gezeigt werden.

Die Ergebnisse der bisher vorliegenden geringen Studienlage flr den Einfluss von Maspin in der
Entwicklung von odontogenen Geweben konnten hier nicht bestatigt werden. Dies konnte an der
Auswahl der Zellen liegen, da es sich um Zellen eines fast vollstandig entwickelten Zahnes handelte.
Ein Versuchsaufbau mit anderen bei der Zahnentwicklung aktiven Zellen wie Ameloblasten kénnte

andere Ergebnisse zeigen.
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6 Zusammenfassung
Ziel dieser experimentellen in-vitro-Untersuchung war es die Expression von DSPP und Maspin bei
verschiedenen Zellpopulationen der dentalen Pulpa zu vergleichen. Auch die Aktivitat der alkalischen

Phosphatase sollte in beiden Zellgruppen gemessen werden.

Nach Isolation der Zellen aus extrahierten dritten Molaren wurden die Zellen mittels FACS in STRO-1
positive DPSC und STRO-1 negative DPC- sortiert und die kultivierten Zellen mit PMA, EGF, b-FGF,

Forskolin und TGF B; stimuliert.

Die Stimulation mit PMA, EGF und b-FGF zeigte auf RNA- und Proteinebene sowohl bei den DPSC als
auch bei den DPC- eine verringerte DSPP-Expression. Diese reduzierte Expression stieg nach 48
Stunden auf das Niveau der Kontrollgruppe an. Forskolin und TGF B; zeigten nach 72h Stunden

keinen eindeutigen Einfluss auf die DSPP-Expression.
Eine Expression von Maspin konnte weder auf RNA-Ebene noch Proteinebene nachgewiesen werden.

Die DPC- zeigten durch ihren hohen Anteil an vollstandig differenzierten Zellen insgesamt eine
hohere ALP-Aktivitat, die durch die Stimulation nicht beeinflusst werden konnte. Die ALP-Aktivitat

der DPSC stieg wahrend des Versuches bei allen Stimulanzien und der Kontrolle an.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen auf einen hemmenden Einfluss der PLCy-Aktivitat und eine

Steigerung durch Aktivierung des MAPK-Signalweges auf die Expression von DSPP hin.

Die Stimulation der DPSC beeinflusste den Differenzierungsgrad der Zellen, was durch eine erhéhte

ALP-Aktivitat bestatigt werden konnte.
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Es konnten erfolgreich STRO-1 positive Zellen aus extrahierten dritten Molaren isoliert
werden.

Die Stimulation mit PMA, EGF und b-FGF fiihrte bei den DPSC nach 24 Stunde zu einer
verringerten DSPP-Expression.

Nach 72 Stunde kam es durch PMA, EGF und b-FGF zu einer Steigerung der Expression von
DSPP.

Forskolin und TGF 3, zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die Expression von DSPP.
Die Expression von Maspin konnte in DPSC und DPC- nicht nachgewiesen werden.

Die ALP-Aktivitat von DPC- war im Vergleich zu DPSC generell erhoht.

Die ALP-Aktivitat stieg in allen DPSC-Versuchsgruppen wahrend des Versuchszeitraums an.
Die ALP-Aktivitat der DPC- wurde durch die Stimulanzien im Versuchszeitraum nicht

beeinflusst.
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Ergebnisse qPCR
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Abbildung 24: Schmelzkurve GAP-DH-Primer mit DPC- RNA-Proben
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:Z;‘(_ Stamm- Name Zeit | Stimulanz Protein Rep. Conc. Rep. Conc. Rel
NI zelle norm 2 control
1 1| 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 0,186 1,000
1 1| 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 0,227 1,218
1 1 | 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 0,150 0,803
1 1| 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 0,126 0,679
1 1| 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 0,083 0,443
1 1| 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 0,099 0,531
1 1| 24h TGF B DSPP 24 | TGF B DSPP 0,197 1,060
1 1| 24h TGF B DSPP 24 | TGF B DSPP 0,167 0,898
1 1| 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,199 1,069
1 1 | 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,194 1,041
1 1 | 24h b-FGF DSPP 24 | b-FGF DSPP 0,150 0,807
1 1 | 24h b-FGF DSPP 24 | b-FGF DSPP 0,168 0,900
1 1 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 0,361 1,000
1 1 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 0,446 1,236
1 1 | 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 0,397 1,098
1 1| 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 0,398 1,103
1 1| 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 0,288 0,799
1 1| 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 0,306 0,848
1 1| 48h TGF B DSPP 48 | TGF B DSPP 0,369 1,021
1 1| 48h TGF B DSPP 48 | TGF B DSPP 0,446 1,234
1 1 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 0,312 0,865
1 1 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 0,308 0,852
1 1 | 48h b-FGF DSPP 48 | b-FGF DSPP 0,469 1,299
1 1 | 48h b-FGF DSPP 48 | b-FGF DSPP 0,430 1,192
1 1| 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 0,185 1,000
1 1 | 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 0,226 1,217
1 1| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 0,347 1,869
1 1| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 0,345 1,861
1 1| 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 0,202 1,090
1 1| 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 0,218 1,175
1 1| 72h TGF B DSPP 72 | TGF B DSPP 0,188 1,014
1 1| 72h TGF B DSPP 72 | TGF B DSPP 0,205 1,105
1 1| 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 0,126 0,681
1 1 | 72h b-FGF DSPP 72 | b-FGF DSPP 0,228 1,230
1 1 | 72h b-FGF DSPP 72 | b-FGF DSPP 0,195 1,052
1 1| 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,006 1,000
1 1| 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,004 0,671
1 1| 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,005 0,754
1 1| 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,004 0,666
1 1 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,003 0,462
1 1 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,002 0,376
1 1| 24h TGF B Maspin 24 | TGF B Maspin 0,003 0,566
1 1| 24h TGF B Maspin 24 | TGF B Maspin 0,004 0,684
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1 1| 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,005 0,796
1 1 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,005 0,870
1 1| 24h b-FGF Maspin 24 | b-FGF Maspin 0,004 0,592
1 1| 24h b-FGF Maspin 24 | b-FGF Maspin 0,004 0,617
1 1 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 0,012 1,000
1 1 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 0,010 0,825
1 1 | 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 0,011 0,895
1 1 | 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 0,010 0,819
1 1 | 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 0,006 0,513
1 1 | 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 0,007 0,588
1 1| 48h TGF B Maspin 48 | TGF B Maspin 0,010 0,773
1 1| 48h TGF B Maspin 48 | TGF B Maspin 0,009 0,703
1 1 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 0,009 0,703
1 1 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 0,008 0,688
1 1| 48h b-FGF Maspin 48 | b-FGF Maspin 0,008 0,667
1 1| 48h b-FGF Maspin 48 | b-FGF Maspin 0,010 0,840
1 1 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,005 1,000
1 1 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,004 0,813
1 1 | 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,008 1,800
1 1 | 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,010 2,158
1 1| 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,004 0,847
1 1 | 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,004 0,963
1 1| 72h TGF B Maspin 72 | TGF B Maspin 0,005 1,215
1 1| 72h TGF B Maspin 72 | TGF B Maspin 0,005 1,096
1 1 | 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,003 0,765
1 1 | 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,003 0,688
1 1| 72h b-FGF Maspin 72 | b-FGF Maspin 0,005 1,165
1 1 | 72h b-FGF Maspin 72 | b-FGF Maspin 0,005 1,194
2 1 | 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,132 1,000
2 1 | 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,123 0,932
2 1 | 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,314 2,369
2 1 | 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,330 2,497
2 1 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,655 4,947
2 1 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,646 4,884
2 1| 24h TGF B Maspin 24 | TGF B Maspin 0,578 4,364
2 1| 24h TGF B Maspin 24 | TGF B Maspin 0,508 3,838
2 1 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,425 3,213
2 1 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,340 2,567
2 1 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 6,139 1,000
2 1 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 6,697 1,091
2 1| 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 2,342 0,381
2 1| 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 2,986 0,486
2 1| 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 2,544 0,414
2 1| 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 3,335 0,543
2 1| 48h TGF B Maspin 48 | TGF B Maspin 5,987 0,975
2 1| 48h TGF B Maspin 48 | TGF B Maspin 7,070 1,152
2 1 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 5,148 0,839
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2 1 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 5,340 0,870
2 1 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,190 1,000
2 1 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,216 1,137
2 1| 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,222 1,167
2 1 | 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,210 1,103
2 1 | 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,590 3,103
2 1 | 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,534 2,808
2 1 | 72h TGF ? Maspin 72 | TGF B Maspin 0,249 1,306
2 1 | 72h TGF ? Maspin 72 | TGF B Maspin 0,220 1,156
2 1 | 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,186 0,979
2 1 | 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,188 0,989
3 1 | 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,104 1,000
3 1 | 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,115 1,107
3 1| 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,103 0,998
3 1| 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,119 1,152
3 1| 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,089 0,861
3 1 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,085 0,820
3 1 | 24h TGF B Maspin 24 | TGF B Maspin 0,295 2,843
3 1| 24h TGF B Maspin 24 | TGF B Maspin 0,286 2,762
3 1 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,189 1,821
3 1 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,173 1,670
3 1 | 24h b-FGF Maspin 24 | b-FGF Maspin 0,146 1,410
3 1| 24h b-FGF Maspin 24 | b-FGF Maspin 0,132 1,273
3 1 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 0,235 1,000
3 1 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 0,223 0,949
3 1 | 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 0,261 1,108
3 1 | 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 0,280 1,191
3 1 | 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 0,248 1,057
3 1 | 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 0,224 0,953
3 1| 48h TGF B Maspin 48 | TGF B Maspin 0,411 1,751
3 1 | 48h TGF B Maspin 48 | TGF B Maspin 0,443 1,885
3 1 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 0,186 0,791
3 1 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 0,163 0,692
3 1 | 48h b-FGF Maspin 48 | b-FGF Maspin 0,294 1,250
3 1 | 48h b-FGF Maspin 48 | b-FGF Maspin 0,265 1,127
3 1 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,183 1,000
3 1 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,177 0,968
3 1| 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,424 2,323
3 1| 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,430 2,356
3 1| 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,187 1,026
3 1| 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,164 0,899
3 1| 72h TGF B Maspin 72 | TGF B Maspin 0,173 0,947
3 1| 72h TGF B Maspin 72 | TGF B Maspin 0,191 1,047
3 1| 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,073 0,397
3 1| 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,137 0,749
3 1| 72h b-FGF Maspin 72 | b-FGF Maspin 0,188 1,031
3 1 | 72h b-FGF Maspin 72 | b-FGF Maspin 0,173 0,946
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3 1 | 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 0,318 1,000
3 1 | 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 0,361 1,137
3 1| 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 0,085 0,267
3 1| 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 0,078 0,247
3 1 | 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 0,203 0,640
3 1 | 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 0,078 0,246
3 1 | 24h TGF B DSPP 24 | TGF B DSPP 0,285 0,898
3 1 | 24h TGF B DSPP 24 | TGF B DSPP 0,255 0,803
3 1| 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,236 0,743
3 1| 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,171 0,539
3 1| 24h b-FGF DSPP 24 | b-FGF DSPP 0,125 0,394
3 1| 24h b-FGF DSPP 24 | b-FGF DSPP 0,182 0,573
3 1 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 0,268 1,000
3 1 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 0,147 0,550
3 1| 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 0,200 0,748
3 1| 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 0,182 0,682
3 1 | 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 0,233 0,870
3 1 | 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 0,217 0,812
3 1 | 48h TGF B DSPP 48 | TGF B DSPP 0,259 0,968
3 1 | 48h TGF B DSPP 48 | TGF B DSPP 0,274 1,025
3 1 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 0,114 0,427
3 1 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 0,268 1,001
3 1 | 48h b-FGF DSPP 48 | b-FGF DSPP 0,188 0,704
3 1 | 48h b-FGF DSPP 48 | b-FGF DSPP 0,162 0,606
3 1 | 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 0,265 1,000
3 1 | 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 0,137 0,516
3 1| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 0,559 2,110
3 1| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 0,424 1,600
3 1 | 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 0,337 1,270
3 1 | 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 0,486 1,834
3 1| 72h TGF B DSPP 72 | TGF B DSPP 0,317 1,195
3 1| 72h TGF B DSPP 72 | TGF B DSPP 0,256 0,967
3 1| 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 0,199 0,752
3 1| 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 0,252 0,950
3 1| 72h b-FGF DSPP 72 | b-FGF DSPP 0,463 1,746
3 1| 72h b-FGF DSPP 72 | b-FGF DSPP 0,442 1,669
1 0 | 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 0,189 1,000
1 0 | 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 0,169 0,894
1 0 | 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 0,135 0,712
1 0 | 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 0,138 0,730
1 0 | 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 0,161 0,853
1 0 | 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 0,148 0,781
1 0 | 24h TGF B DSPP 24 | TGF B DSPP 0,187 0,992
1 0 | 24h TGF B DSPP 24 | TGF B DSPP 0,204 1,082
1 0 | 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,137 0,727
1 0 | 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,167 0,885
1 0 | 24h b-FGF DSPP 24 | b-FGF DSPP 0,125 0,660
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1 0 | 24h b-FGF DSPP 24 | b-FGF DSPP 0,100 0,529
1 0 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 0,246 1,000
1 0 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 0,201 0,817
1 0 | 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 0,074 0,300
1 0 | 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 0,085 0,346
1 0 | 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 0,190 0,770
1 0 | 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 0,147 0,596
1 0 | 48h TGF B DSPP 48 | TGF B DSPP 0,159 0,646
1 0 | 48h TGF B DSPP 48 | TGF B DSPP 0,171 0,693
1 0 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 0,119 0,482
1 0 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 0,113 0,459
1 0 | 48h b-FGF DSPP 48 | b-FGF DSPP 0,288 1,172
1 0 | 48h b-FGF DSPP 48 | b-FGF DSPP 0,315 1,281
1 0 | 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 0,266 1,000
1 0 | 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 0,276 1,036
1 0 | 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 0,312 1,172
1 0| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 0,303 1,137
1 0 | 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 0,142 0,534
1 0 | 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 0,177 0,665
1 0| 72h TGF B DSPP 72 | TGF B DSPP 0,221 0,831
1 0| 72h TGF B DSPP 72 | TGF B DSPP 0,260 0,977
1 0 | 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 0,214 0,806
1 0 | 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 0,201 0,755
1 0 | 72h b-FGF DSPP 72 | b-FGF DSPP 0,162 0,609
1 0 | 72h b-FGF DSPP 72 | b-FGF DSPP 0,164 0,617
1 0 | 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,004 1,000
1 0 | 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,004 1,003
1 0 | 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,003 0,930
1 0 | 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,002 0,703
1 0 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,005 1,354
1 0 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,004 1,107
1 0 | 24h TGF B Maspin 24 | TGF B Maspin 0,004 1,081
1 0 | 24h TGF B Maspin 24 | TGF B Maspin 0,004 1,204
1 0 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,003 0,729
1 0 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,003 0,860
1 0 | 24h b-FGF Maspin 24 | b-FGF Maspin 0,003 0,862
1 0 | 24h b-FGF Maspin 24 | b-FGF Maspin 0,001 0,364
1 0 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 0,005 1,000
1 0 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 0,005 0,960
1 0 | 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 0,003 0,496
1 0 | 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 0,002 0,435
1 0 | 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 0,004 0,704
1 0 | 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 0,004 0,734
1 0 | 48h TGF B Maspin 48 | TGF B Maspin 0,003 0,612
1 0 | 48h TGF B Maspin 48 | TGF B Maspin 0,003 0,623
1 0 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 0,003 0,677
1 0 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 0,003 0,611
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1 0 | 48h b-FGF Maspin 48 | b-FGF Maspin 0,006 1,250
1 0 | 48h b-FGF Maspin 48 | b-FGF Maspin 0,006 1,185
1 0 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,005 1,000
1 0 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,006 1,043
1 0 | 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,007 1,292
1 0 | 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,005 1,001
1 0 | 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,004 0,772
1 0 | 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,004 0,698
1 0 | 72h TGF B Maspin 72 | TGF B Maspin 0,004 0,786
1 0 | 72h TGF B Maspin 72 | TGF B Maspin 0,004 0,708
1 0 | 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,003 0,482
1 0 | 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,005 0,856
1 0 | 72h b-FGF Maspin 72 | b-FGF Maspin 0,004 0,705
1 0 | 72h b-FGF Maspin 72 | b-FGF Maspin 0,004 0,733
4 0 | 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 0,124 1,000
4 0 | 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 0,089 0,721
4 0 | 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 0,083 0,669
4 0 | 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 0,101 0,810
4 0 | 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 0,073 0,586
4 0 | 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 0,111 0,896
4 0 | 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,073 0,589
4 0 | 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,087 0,698
4 0 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 0,157 1,000
4 0 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 0,088 0,560
4 0 | 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 0,084 0,534
4 0 | 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 0,083 0,531
4 0 | 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 0,061 0,389
4 0 | 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 0,053 0,337
4 0 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 0,109 0,695
4 0 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 0,112 0,709
4 0 | 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 0,197 1,000
4 0 | 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 0,194 0,982
4 0| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 0,212 1,073
4 0| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 0,209 1,059
4 0 | 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 0,071 0,358
4 0 | 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 0,085 0,430
4 0 | 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 0,097 0,489
4 0 | 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 0,108 0,545
4 1| 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 0,119 1,000
4 1| 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 0,119 1,000
4 1| 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 0,075 0,629
4 1| 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 0,056 0,473
4 1| 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 0,040 0,339
4 1| 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 0,066 0,557
4 1| 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,220 1,852
4 1| 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,208 1,748
4 1 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 0,197 1,000
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4 1 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 0,216 1,097
4 1| 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 0,100 0,507
4 1| 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 0,122 0,617
4 1| 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 0,102 0,515
4 1 | 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 0,113 0,573
4 1 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 0,122 0,616
4 1 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 0,117 0,592
4 1| 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 0,206 1,000
4 1| 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 0,186 0,900
4 1| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 0,152 0,737
4 1| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 0,207 1,001
4 1| 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 0,099 0,481
4 1| 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 0,093 0,451
4 1| 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 0,046 0,222
4 1| 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 0,076 0,370
4 1 | 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,006 1,000
4 1 | 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,005 0,789
4 1 | 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,002 0,359
4 1 | 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,002 0,262
4 1 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,001 0,250
4 1 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,002 0,259
4 1 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,007 1,191
4 1 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,006 0,993
4 1 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 0,011 1,000
4 1 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 0,007 0,710
4 1 | 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 0,005 0,476
4 1 | 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 0,003 0,327
4 1 | 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 0,004 0,414
4 1 | 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 0,004 0,373
4 1 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 0,005 0,471
4 1 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 0,006 0,571
4 1 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,005 1,000
4 1 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,007 1,368
4 1 | 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,007 1,238
4 1| 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,006 1,134
4 1| 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,004 0,674
4 1| 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,005 0,993
4 1 | 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,002 0,363
4 1 | 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,002 0,370
4 0 | 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,005 1,000
4 0 | 24h Kontrolle Maspin 24 | Kontrolle Maspin 0,004 0,941
4 0 | 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,002 0,354
4 0 | 24h PMA Maspin 24 | PMA Maspin 0,002 0,335
4 0 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,004 0,797
4 0 | 24h EGF Maspin 24 | EGF Maspin 0,003 0,752
4 0 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,006 1,245
4 0 | 24h Forskolin Maspin 24 | Forskolin Maspin 0,004 0,916
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4 0 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 0,002 1,000
4 0 | 48h Kontrolle Maspin 48 | Kontrolle Maspin 0,003 1,125
4 0 | 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 0,003 1,179
4 0 | 48h PMA Maspin 48 | PMA Maspin 0,002 0,836
4 0 | 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 0,001 0,256
4 0 | 48h EGF Maspin 48 | EGF Maspin 0,001 0,285
4 0 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 0,004 1,569
4 0 | 48h Forskolin Maspin 48 | Forskolin Maspin 0,002 0,880
4 0 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,002 1,000
4 0 | 72h Kontrolle Maspin 72 | Kontrolle Maspin 0,002 0,906
4 0 | 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,002 0,803
4 0 | 72h PMA Maspin 72 | PMA Maspin 0,002 0,635
4 0 | 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,001 0,576
4 0 | 72h EGF Maspin 72 | EGF Maspin 0,002 0,726
4 0 | 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,004 1,797
4 0 | 72h Forskolin Maspin 72 | Forskolin Maspin 0,003 1,402
5 1 | 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 3,174 1,000
5 1 | 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 3,055 0,962
5 1 | 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 2,582 0,813
5 1 | 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 3,422 1,078
5 1 | 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 2,874 0,905
5 1 | 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 3,492 1,100
5 1| 24h b-FGF DSPP 24 | b-FGF DSPP 2,051 0,646
5 1| 24h b-FGF DSPP 24 | b-FGF DSPP 2,479 0,781
5 1 | 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 6,109 1,924
5 1 | 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 5,377 1,694
5 1| 24h TGF B DSPP 24 | TGF B DSPP 8,793 2,770
5 1| 24h TGF B DSPP 24 | TGF B DSPP 7,568 2,384
5 1 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 5,287 1,000
5 1 | 48h Kontrolle DSPP 48 | Kontrolle DSPP 5,333 1,009
5 1 | 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 5,505 1,041
5 1 | 48h PMA DSPP 48 | PMA DSPP 4,149 0,785
5 1 | 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 4,200 0,794
5 1 | 48h EGF DSPP 48 | EGF DSPP 3,059 0,578
5 1 | 48h b-FGF DSPP 48 | b-FGF DSPP 8,721 1,649
5 1 | 48h b-FGF DSPP 48 | b-FGF DSPP 7,814 1,478
5 1 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 4,417 0,835
5 1 | 48h Forskolin DSPP 48 | Forskolin DSPP 4,173 0,789
5 1| 48h TGF B DSPP 48 | TGF B DSPP 7,536 1,425
5 1 | 48h TGF B DSPP 48 | TGF B DSPP 8,112 1,534
5 1| 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 3,599 1,000
5 1| 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 2,740 0,761
5 1| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 4,735 1,316
5 1| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 4,847 1,347
5 1| 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 2,105 0,585
5 1| 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 1,898 0,527
5 1 | 72h b-FGF DSPP 72 | b-FGF DSPP 5,683 1,579
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5 1| 72h b-FGF DSPP 72 | b-FGF DSPP 4,365 1,213
5 1| 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 2,861 0,795
5 1| 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 3,167 0,880
5 1| 72h TGF B DSPP 72 | TGF B DSPP 2,831 0,786
5 1| 72h TGF B DSPP 72 | TGF B DSPP 2,729 0,758
5 0 | 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 6,834 1,000
5 0 | 24h Kontrolle DSPP 24 | Kontrolle DSPP 5,907 0,864
5 0 | 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 2,447 0,358
5 0 | 24h PMA DSPP 24 | PMA DSPP 2,751 0,403
5 0 | 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 5,022 0,735
5 0 | 24h EGF DSPP 24 | EGF DSPP 5,286 0,774
5 0 | 24h b-FGF DSPP 24 | b-FGF DSPP 5,478 0,802
5 0 | 24h b-FGF DSPP 24 | b-FGF DSPP 5,478 0,802
5 0 | 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 1,189 0,174
5 0 | 24h Forskolin DSPP 24 | Forskolin DSPP 0,857 0,125
5 0 | 24h TGF B DSPP 24 | TGF B DSPP 3,410 0,499
5 0 | 24h TGF B DSPP 24 | TGF B DSPP 3,571 0,523
5 0 | 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 10,294 1,000
5 0 | 72h Kontrolle DSPP 72 | Kontrolle DSPP 11,324 1,100
5 0| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 8,955 0,870
5 0| 72h PMA DSPP 72 | PMA DSPP 11,493 1,116
5 0 | 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 10,548 1,025
5 0 | 72h EGF DSPP 72 | EGF DSPP 8,543 0,830
5 0 | 72h b-FGF DSPP 72 | b-FGF DSPP 12,339 1,199
5 0 | 72h b-FGF DSPP 72 | b-FGF DSPP 10,242 0,995
5 0 | 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 3,854 0,374
5 0 | 72h Forskolin DSPP 72 | Forskolin DSPP 3,822 0,371
5 0| 72h TGF B DSPP 72 | TGF B DSPP 7,127 0,692
5 0| 72h TGF B DSPP 72 | TGF B DSPP 7,052 0,685
Ergebnisse Western Blot
24h

Proben BC SUM DSPP BC SUM B-Aktin

HaCat 68.560 59460 94839 196046

Kontrolle 258.186 105922 117.568 351.893

PMA 244.145 87656 158.191 406.961

EGF 278.253 107046 178.308 497.978

bFGF 301.163 78860 171471 423698

Kontrolle 221.339 86694 170102 453707

PMA 95.977 75557 159428 415930

EGF 145.421 102832 148.797 361.699

bFGF 129.407 93512 174.042 496.623
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HaCat 34.210 50.550 109.857 324.876
Kontrolle 75.047 97.411 183.459 474.881
Forskolin 68.920 93.918 187.443 503.591
TGF B 85.072 108.708 182.542 478.971
Kontrolle 81.901 98.881 175.365 380.993
Forskolin 50.253 72.473 160.741 356.084
TGF B 78.045 100.586 117.552 504.382
48h

Proben BC SUM DSPP BC SUM B-Aktin

HaCat 32.720 36.567 106810 294863
Kontrolle 141.020 58.002 176.519 499.019
PMA 130.296 59.477 163.579 457.176
EGF 196.972 82.933 184.127 464.814
bFGF 250.556 61.312 174581 538013
Kontrolle 52.265 49.957 136750 429802
PMA 40.816 59.454 97159 404770
EGF 54.009 76.867 118.490 396.261
bFGF 74.661 74.116 176.446 388.833
HaCat 52.626 72.636 83.413 297.574
Kontrolle 148.327 98.735 157.404 515.126
Forskolin 239.978 115.348 173.891 424.882
TGF B 207.251 165.022 178.379 389.653
Kontrolle 56.386 95.964 126.963 390.384
Forskolin 58.531 96.918 140.319 426.971
TGF B 105.573 114.714 183.845 537.724

72h

Proben BC SUM DSPP BC SUM B-Aktin

HaCat 46.926 72.081 247580 246356
Kontrolle 224.162 270.553 497.291 525.531
PMA 188.690 235.649 437.384 468.629
EGF 211.826 252.974 413.764 434.516
bFGF 218.775 246.101 385398 414717
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Kontrolle 181.923 218.434 396912 442962
PMA 40.025 68.620 229292 250117
EGF 121.482 157.752 376.696 398.071
bFGF 126.748 165.097 333.716 370.312
HaCat 50.772 141.645 272.416 281.490
Kontrolle 395.727 478.420 547.149 576.295
Forskolin 318.057 397.595 445.309 483.074
TGF B 317.664 426.709 495.520 525.004
Kontrolle 240.877 347.115 490.504 515.497
Forskolin 137.809 193.265 413.174 456.970
TGF B 89.291 166.670 353.348 407.898
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