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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS�
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG�
�

Der� Herzinfarkt� ist� die� zweithäufigste� Todesursache� in� Deutschland� nach� der� chro�

nisch�ischämischen�Herzkrankheit�und�vor�der�Herzinsuffizienz.�Damit�sind�Herzkreis�

lauferkrankungen�mit� 43,7� %� nach�wie� vor� Todesursache� Nummer� eins.� Platz� zwei�

belegen�die�bösartigen�Neubildungen�mit�25,7�%1.�Auf�Grund�der�seit�150�Jahren�kon�

tinuierlich�ansteigenden�Lebenserwartung2�bleiben�Erkrankungen�des�Alters,�wie�die�

postischämische�Herzinsuffizienz,�ein�aktuelles�Thema�in�der�Medizin.�

Beim�Herzinfarkt�kommt�es�zu�einer�irreversiblen�Herzmuskelzellnekrose.�Diese�baut�

sich�in�fibrotisches�Gewebe�um�und�es�entsteht�eine�Narbe,�wodurch�es�zum�Kontrak�

tionsverlust�kommt.�Das�adulte�ausdifferenzierte�Myokard�ist�nicht�mehr�in�der�Lage�

neue� Zellen� in� der�Weise� zu�bilden,�wie� es� regenerative�Organe,� z.B.� das� Knochen�

mark,�können.�Man�weiß�heute�aber,�dass�das�Herz�kein�„postmitotisches“�Organ�ist3,�

was�man�noch�vor�einigen�Jahren�annahm.�

Die�DNA�Synthese�von�Herzmuskelzellen�findet�hauptsächlich� in�utero�statt�(33�%�in�

der�Mitte� der� Schwangerschaft� und� nur� noch� 2�%� zum�Ende)4.� Die�Herzmuskulatur�

besteht�dennoch�ein�Leben� lang�aus�alten�und� jungen�Zellen.�Die� jungen�Zellen�ma�

chen�zwar�nur���des�Myokards�aus,�haben�aber�ihre�Fähigkeit�zur�Replikation�behal�

ten5�und�können�somit� in�Reaktion�auf�die� Ischämie�und�den� folgenden�Herzinfarkt�

proliferieren.�Das�menschliche�Herz�ist�also�ein�„mitotisches“�Organ6,7.�Die�Frage,�ob�

die�Zellen�aus�gewebeständigen�Herzstammzellen�oder�aus�zirkulierenden�Stammzel�

len�aus�dem�Knochenmark,�die� in�das�Herz�migrieren,�stammen,� ist�noch�nicht�end�

gültig�geklärt.�Experimente�an�Mäusen�wiesen�nach,�dass�0,02�–�0,04�%�aller�Kardio�

myozyten� im� Infarktgebiet� aus� Zellen�des� Knochenmarks� stammen8.� Ergebnisse� aus�

Autopsien� von� menschlichen� Frauenherzen,� die� zu� Lebzeiten� eine� Knochenmark�

transplantation�von�männlichen�Spendern�bekommen�hatten,�zeigten�anhand�von�y�

Chromosomen�positiven�Kardiomyozyten,�dass�Zellen�extrakardialen�Ursprungs�in�das�

Herz�migriert�waren9.�

Der�positive�Effekt�der�Stammzellen� in�der�Behandlung�von�Herzkrankheiten� ist�be�

kannt.� Es�bleibt� jetzt�noch�herauszufinden,�wie�man�die�Regenerationsfähigkeit�des�

Herzen�am�besten�unterstützt,�um�der�postischämischen�Herzinsuffizienz�vorzubeu�

gen,� bzw.� sie� in� ihrer� Schwere� zu� reduzieren.� Bei� dieser� Fragestellung� kommen�die�

extrakardialen� Stammzellen� (Mesenchymale� Stammzellen�und�Knochenmarkstamm�

zellen)�zum�Tragen�und�die�Frage�in�wie�weit�der�Wiederaufbau�der�Herzmuskulatur�

durch�vaskulogenetische�oder�kardiomyozytäre�Faktoren�der�extrakardialen�Stamm�

zellen�beeinflusst�wird.�

�



EINLEITUNG 2

1.1. Der�akute�Myokardinfarkt�

�
Der�akute�Myokardinfarkt� (AMI)�entsteht� in�über�90�%�der�Fälle�durch�die�stenosie�

rende�Koronararteriensklerose,�selten�sind�Koronarembolien�ausgehend�von�Throm�

ben�in�den�Herzkammern,�endokarditische�Vegetationen�oder�verkalkte�Klappen�die�

Ursache.� Durch� die� Ruptur� einer� arteriosklerotischen� Plaque� kommt� es� zu� einem�

thrombotischen�Verschluss� der�Herzkranzgefäße� und� in� Folge� dessen� zu� einem�Un�

gleichgewicht�zwischen�Sauerstoffangebot�und�–bedarf.�Daraus�resultiert�eine�Angina�

pectoris�oder�ein�Myokardinfarkt.�Nach�30� ��90�min�der� Ischämie�beginnt�das�Herz�

muskelgewebe�zu�nekrotisieren.�Entzündungszellen�migrieren�und��das�Gewebe�fibro�

tisiert.�Nach�2�8�Wochen�hat�sich�das�ischämische�Myokard�in�eine�Narbe�umgewan�

delt.�Daraus� folgt�ein�Verlust�der�kardialen�Pumpfunktion,�ein�ventrikuläres�„Remo�

delling“�und�es�kommt�zur�progressiven�Dysfunktion.�Zusammenfassend�ergibt�es�das�

Bild�einer�postischämischen�Herzinsuffizienz�als�häufigste�Folge�eines�AMI.�

Die�Akuttherapie�des�AMI�hat�sich�in�den�letzten�25�Jahren�stark�verbessert,�wodurch�

die�Frühmortalität,�die�Sterblichkeit� innerhalb�eines�Monats�nach�AMI,�erheblich�zu�

rück� gegangen� ist.�Neben�den�Allgemeinmaßnahmen�nach� Einweisung� ins�Kranken�

haus�wie�Intensivüberwachung,�Sedierung,�Sauerstoffgabe,�Analgesierung�und�medi�

kamentöse� Behandlung� mit� ASS,� Clopidogrel,� ��Blocker� und� ACE�Hemmern,� ist� die�

Reperfusionstherapie� in�der�heutigen�Zeit�Goldstandard.�Darunter�versteht�man�un�

ter�anderem�die�akute�PTCA�(=Perkutane�Transluminale�Coronare�Angioplastie).�Das�

ist�eine�Herzkatheter�geführte�mechanische�Rekanalisation�des�stenosierten�Gefäßes�

mit� oder� ohne� anschließender� Implantation� eines� Stents.� Eine� andere� Möglichkeit�

besteht�in�der�Lysetherapie.�Durch�intravenöse�Gabe�eines�gerinnselauflösenden�Me�

dikamentes�wird�das�Gefäß� reperfundiert.�Diese�Therapie�muss� innerhalb�eines�be�

stimmten� Zeitfensters� von� 3�6� Std� gegeben�werden� und� ist� somit� auch� schon� prä�

stationär�einsetzbar.� Eine�dritte�Variante,�die�heute� jedoch� selten� in�der�Akutphase�

angewandt�wird,� ist�die�Bypass�Operation10.�Auf�Grund�der�zeitlichen�Differenz�zwi�

schen�Koronarokklusion�und�Reperfusion�kann�sich�trotz�dieser�Akutmaßnahmen�eine�

Herzinsuffizienz� ausbilden11.� Die� Langzeittherapie� solcher� AMI�Patienten� besteht� in�

der� Einnahme� von� Thrombozytenaggregationshemmern� wie� ASS� und� Clopidogrel,�

sowie�die�Veränderung�der�Lebensumstände.�Das�beinhaltet�den�Verzicht�auf�Nikotin,�

Alkohol� und� übermäßiges� Fett� in� der�Nahrung� ebenso�wie� die� gute� therapeutische�

Einstellung�von�häufigen�Risiken�wie�die�arterielle�Hypertonie�und�den�Diabetes�melli�

tus.�

Die�postischämische�Herzinsuffizienz�zu�behandeln�ist�eine�der�medizinischen�Haupt�

aufgaben�der�westlichen� Industrienationen.�Die� oben�genannten� Therapien� sind� je�
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doch� nur� unterstützende� oder� korrigierende�Maßnahmen,� behandeln� das� Problem�

jedoch�nicht�an�der�Ursache.�Deswegen�versuchen�viele�Forschungsgruppen�weltweit�

dieses�Problem�der�irreversiblen�Myokardnekrose�mit�Hilfe�der�Stammzelltherapie�an�

der�Wurzel�fassen�zu�können�und�diese�neue�Therapieform�in�der�Klinik�zu�etablieren.�

�

�

1.2. Stammzelltherapie�zur�Verbesserung�der�Herzfunktion�

�
Eine�Stammzelle�ist�definitionsgemäß�eine�undifferenzierte�und�unbegrenzt�teilungs�

fähige� Zelle� aus� der� durch� Teilung� jeweils�wiederum�eine� Stammzelle� und� eine� zur�

Differenzierung�fähige�Zelle�entstehen�kann12.�

In�der�regenerativen�Medizin�spielen�verschiedene�Zellpopulationen�eine�Rolle.�Dies�

sind� unter� anderem� fetale�Myozyten13,� Embryonale� Stammzellen� (ESC)14,� skelettale�

Myoblasten15,16,� Kardiomyozyten17,18,� glatte� Muskelzellen19,20,� kardiale,� gewebe�

ständige�Stammzellen21,�Stammzellen�aus�dem�Knochenmark22�und�genauer�definiert�

die�Hämatopoetischen�und�Mesenchymalen�Stammzellen�(MSC)23.�

Einige�dieser�Zellen�weisen�in�den�Tierexperimenten�und�klinischen�Studien�Probleme�

auf,� weswegen� ihre� Anwendung� eingeschränkt� ist.� Die� Embryonalen� Stammzellen�

(ESC)�sind�stark� in�ethische�Konflikte�verstrickt.�Man�streitet�sich,�ob�die�Benutzung�

der�Zellen�aus�der�Blastozyste,� ein�4�6�Tage�alter�Embryo,� Tötung�ungeborenen� Le�

bens� ist�oder� lediglich�die�Verwendung�eines� für�den�Abfall�bestimmten�Zellhaufen.�

Hinzu�kommt,�das�ESC�ein�tumorigenes�Potential�besitzen24.�Dies�erschwert�und�limi�

tiert�den�Gebrauch�von�ESC�trotz�des�hohen�Differenzierungspotentials�massiv.�Ske�

lettale�Myoblasten� verursachten� nach� Transplantation� in� klinischen� Studien� lebens�

bedrohliche�ventrikuläre�Tachyarrhythmien�25,�wodurch�auch�diese�Zellen�nicht�ohne�

weiteres�verwendet�werden�können.�

Obwohl�die�adulten�Stammzellen�nicht�die�Zellen�mit�der�höchsten�Potenz�sind�(Abb.�

1.1)� sind� diese� am� umfangreichsten� erforscht.� Die� Mesenchymalen� und� CD133�

positiven�Knochenmarkstammzellen�sind�Inhalt�dieser�wissenschaftlichen�Arbeit.�

�

�

�

�

�

�

�

�
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�

�
Abbildung� 1.1:� Potenz� verschiedener� Stamm�

zellen.�Modifiziert�nach26.�

�

Die�Mesenchymalen�Stammzellen�(MSC)�sind�durch�Dr.�Friedenstein�1970�zum�ersten�

Mal�wissenschaftlich�beschrieben�worden.�Er�charakterisierte�sie,�indem�er�das�kom�

plette�Knochenmarkaspirat�in�einer�Kulturflasche�wachsen�lies.�Er�entfernte�die�nicht�

adhärenten� Zellen� und� beschrieb� die� übrig� gebliebenen� adhärenten� Zellen� als�

„colony�forming� fibroblast�like� cells“� (CFU�F)27,28,29.�Heute� sind�die�CFU�F�unter� � un�

einheitlichem� Namen� in� der� Forschung� bekannt� unter� anderem� auch� als� „marrow�

stromal�cells“�und�Mesenchymale�Stammzellen.�

Die�MSC�haben�viele�Vorteile�gegenüber�anderen�Stammzellen.�Sie�können�aus�vielen�

unterschiedlichen�Geweben�gewonnen�werden.�Dazu�zählen�das�Knochenmark30,�das�

Fettgewebe31,� die� Plazenta32,� das� Nabelschnurblut33� und� andere.� Sie� sind� leicht� zu�

isolieren�und�durch�ihre�Plastikadhärenz�auch�leicht�zu�kultivieren.�Die�MSC�besitzen�

außerdem� ein� multilineares� Potential34.� Das� heißt,� dass� sie� durch� relativ� einfache�

Maßnahmen�in�verschiedenste�Gewebe�differenzieren�können,�z.B.� in�Osteoblasten,�

Chondrozyten35,�Neuronen36,�Skelettmuskelzellen37�und�auch�in�Kardiomyozyten�wie�

es�auch�in�dieser�Arbeit�gezeigt�wird38,39,40.�Diese�Tatsache�prädestiniert�die�MSC�für�

die�Anwendung�in�der�Zelltherapie�und�zum�„Tissue�engineering“.�Desweiteren�haben�

die�MSC�eine�immunsuppressive�Eigenschaft41,42,�was�die�Gefahr�einer�„Graft�versus�

Host� Reaktion“� nach� einer� Transplantation� deutlich� verringert.� Ein� Nachteil� dieser�

Zellen� ist� jedoch�ihr�geringes�Vorkommen.� Im�Knochenmark�sind�nur�0,001���0,01�%�

der�kernhaltigen�Zellen�MSC,�die�Hämatopoetischen�Stammzellen�(HSC)�kommen�hin�

gegen�10�mal�häufiger�vor43,40,44.�Der�Anteil� im�Fettgewebe�beträgt�0,1�1�%�der�Zel�

len44.�Dieses�geringe�Vorkommen�kompensieren�die�Zellen�allerdings�mit�ihrer�schnel�

len� in�vitro�Expansionsfähigkeit.�Sie�können�bis�auf�das�1�Million�fache�expandieren,�

ohne� ihr� multilineares� Differenzierungspotential� zu� verlieren34,30,45.� Die� MSC� sind�
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demnach� für� die� kardiale� Transplantation� durchaus� geeignet46,47.� Ein� Hindernis� ist�

hingegen�noch�die�geringe�Überlebensrate�nach�der�Transplantation�und�die�daraus�

resultierende�geringe�funktionale�Verbesserung�des�Herzens39,48,�was�derzeit�Thema�

vieler�Forschungsprojekte�ist.�

�

Die�Hämatopoetischen�Stammzellen�(HSC),�sind�nicht�adhärente�Zellen,�die�meistens�

aus�Knochenmark,�peripherem�Blut�oder�Nabelschnurblut�gewonnen�werden.�Die�am�

häufigsten� gebrauchten� Oberflächenmarker� sind� c�kit/CD117� und� sca�1.� Die� Zellen�

sind� ebenfalls� durch� die� Expression� von�Oberflächenantigenen�wie� CD34� und� CD45�

gekennzeichnet.�Im�humanen�System�sind�frühe,�noch�undeterminierte�Stammzellen�

ferner�positiv�für�die�Oberflächenantigene�CD90�und�CD133.�CD133�ist�ein�humanes�

Homolog�des�Prominin�5�Transmembranglykoproteins�(PROML1).�CD133�positive�Zel�

len�haben�ein�hohes�hämatopoetisches�und�angiogenetisches�Potential49,50,51,52.�Eine�

klinische� Studie� zeigte,� dass� sie�die� kardiale�Durchblutung� verbessern,� nachdem� sie�

während�einer�Bypass�Operation�in�ein�chronisch�infarziertes�Myokard�gespritzt�wor�

den�waren46.�Bis�zum�Ende�des�20.�Jahrhunderts�war�man�der�Meinung,�dass�HSC�nur�

ihrem� traditionellen� Differenzierungsweg� folgen� können.� Diese� Auffassung� änderte�

sich,�als�man�herausfand,�dass�HSC�auch�einen�atypischen�Differenzierungsweg�ein�

schlagen�können37,53,54,�die�sogenannte�Transdifferenzierung�(Abb.�1.2).�Da�der�Ober�

flächenmarker�CD133�zu�einem�kleinen�Teil�auch�auf�Nicht�HSC�zu�finden�ist,�werden�

diese� Zellen� in� dieser� wissenschaftlichen� Arbeit� als� CD133�positive� Knochen�

markstammzellen�bezeichnet�(BM�SC).�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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�

�
Abbildung�1.2:�Differenzierungswege�von�HSC.�Modifiziert�nach�26.�

�(*�=�55,106;�**�=�56;�***�=�57).�

�

�

Als� alternative� Erklärung� für� die� Plastizität� dieser� Zellen� wird� die� Fusion� zwischen�

Stammzellen�und�Empfängerzelle�diskutiert58,59.�

Der�Mechanismus� ist�noch�nicht�endgültig�geklärt,�die�Forschungsergebnisse� zeigen�

hingegen�schon,�dass�HSC�positive�Effekte�auf�das�verletzte�Myokard�haben.�Zu�un�

tersuchen�bleibt�allerdings�noch,�ob�dies�durch�Transdifferenzierung,�Fusion�oder�pa�

rakrine� Effekte� geschieht,� wie� z.B.� die� Sekretion� von� Chemokinen� oder� Zytokinen,�

Stimulation� der� Regeneration� durch� Inhibition� der� Apoptose,� Suppression� der� Im�

munreaktion,�Anregung�der�Angiogenese�oder�der�Proliferation�von�gewebeständigen�

Stamm��und�Progenitorzellen60.�

�

�

�

�

�
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1.3. �Zielsetzung�

Das�Ziel�dieser�wissenschaftlichen�Arbeit� ist�die�eingehende�Untersuchung�und�Cha�

rakterisierung� des� kardiomyozytären� Differenzierungspotentials� von� extrakardialen�

adulten�Stammzellen.�Mesenchymale�Stammzellen�verschiedener�Herkunft�(BM,�CB,�

PLA)�wurden�in�vitro�charakterisiert.�Ihr�Potential�zur�Differenzierung�wurde�mittels�5�

Azacytidine�Behandlung�beobachtet.�Das� kardiomyozytäre�Differenzierungspotential�

der�CD133�positiven�Knochenmarkstammzellen�wurde�durch�die�Ko�Kultivierung�mit�

skelettalen�Myoblasten�analysiert.�

�
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2 MATERIAL�UND�METHODEN�

�
2.1 Geräte�

�
Gerät� Typ� Firma�

� � �

Laminar�Luftstrombank� Safeflow�1.2� Nunc�

CO2�Brutschrank� APT.Line�CB� Binder�

Wasserbad� W6� Medingen�

Große�Zentrifuge� Multifuge�1�S�R� Heraeus�

Kleine�Zentrifuge� Biofuge�primo�R� Heraeus�

Mini�Zentrifuge� C1213�und�C12XX� VWR�international�

Cytospin�Zentrifuge� A78300002� Thermo�SCIENTIFIC�

Schüttler� W�150�Waver� VWR�international�

Vortex� SI�0156� SCIENTIFIC�INDUSTRIES,�

INC�

Heizplatte�mit�Magnetrührer� MR�3001�K� Heidolph�

Thermocycler�I� PTC�200� MJ�Research�

Thermocycler�II� MJ�Mini� BIO�RAD�

Nano�Drop�Spectrophotometer� ND�1000� Thermo�SCIENTIFIC�

Elektrophorese�Kammer� Agagel�Mini/Maxi� Biometra�

Molecular�Imager�ChemiDoc�XRS�System�(Densito�

meter)�

170�8070� BIO�RAD�

Mikroskop�I� DC�200� Leica�

Mikroskop�II� DMLB� Leica�

Konfokales�Laser�Rastermikroskop� � Leica�

FACS�Calibur�Flow�Cytometer�(FACS)� � BD�Bioscience�

�

�

�

�
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2.2 Software�

�
Software� Name� Firma�

� � �

Bildbearbeitungssoftware�für�das�Konfokale�Laser�

Rastermikroskop�

�

Leica�Confocal�Software�Lite�

Version�

Leica�

Bearbeitungs�,�Auswertungssoftware�für�FACS�

�

Cell�Quest�Pro� BD�Bioscience�

Bearbeitungssoftware�für�Densitometer�

�

Quantity�One�4.6.1� BIO�RAD�

Programm�zum�Erstellen�der�Primer� Lasergene®� DNASTAR,�Inc.�

� � �

�

�

2.3 Standard��und�Pufferlösungen�

�
Produktbezeichnung� Katalognummer� Firma�

� � �

PBS�(ohne�Ca2+�und�Mg2+)�

�

P04�362500� PAN�Biotech�

PBS�EDTA(2�mM):�

500�ml�PBS�

2�ml�0,5M�EDTA�

�

�

�

15575�038�

�

�

GIBCO™�

PBS�EDTA�(2mM)�BSA�(0,5�%):�

500�ml�PBS�

2�ml�0,5M�EDTA�

2,5�ml�Bovine�Serum�Albumin�(BSA)�

�

�

�

�

09300�

�

�

�

Stemcell�Technologies�Inc.�

TBE�(10x):�

162�g�Tris�

27,5�g�Borsäure�

50�ml�0,5M�EDTA�

1�l�Aqua�dest.�

�

4855.3�

6943.1�

�

�

ROTH�

ROTH�

�

�

�

�

�

�

�
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2.4 Zellgewinnung�

�
2.4.1 Materialien�
�
Produktbeschreibung� Katalognummer� Firma�

� � �
Indirect�CD133�Microbead�Kit�(human),�bein�
haltet:�
� CD133/1�(AC133)�Biotin,�human�
� Anti�Biotin�Microbeads�
� FcR�Blocking�Reagent�
�

130�091�895� Miltenyi�Biotec�

RPMI�1640�Medium�
�
�

E15�840� PAA�Laboratories�

DNase�I� 13498000,�10�104�
159�001�
�

Roche�

MACS®�Pre�Separation�Filter��
�

130�041�407� Miltenyi�Biotec�

Zentrifugenröhrchen�mit�poröser�Trennschei�
be,�Leucosep®,�30ml,�sterile�

227�290� Greiner�Bio�One�

� � �
Ficoll�Paque™�PLUS� 17�1440�03� GE�Healthcare�
� � �
Neubauer�Hämozytometer� T728.1� Carl�Roth�GmbH�&�Co��

�
MACS�Separatoren:�
OctoMACS�(für�MS�Säulen)�
QuadroMACS�(für�LS�Säulen)�

�
130�042�109�
130�090�976�

�
Miltenyi�Biotec�
Miltenyi�Biotec�
�

MACS�Säulen:�
MS�Säule�(für�bis�zu�2x108�Zellen)�
LS�Säule�(für�bis�zu�2x109�Zellen)�

�
130�042�201�
130�042�401�

�
Miltenyi�Biotec�
Miltenyi�Biotec�
�

FcR�Blocking�Reagent� 130�059�901� Miltenyi�Biotec�
�

Antikörper�für�die�FACS�Analyse:�
� CD133/2�(293C3)�PE�human�
� CD45�FITC�human�
� CD34�APC�human�

�

�
130�090�853�
130�080�202�
130�090�954�

�
Miltenyi�Biotec�
Miltenyi�Biotec��
Miltenyi�Biotec�

MSCGM� PT�3001� Lonza�
C2C12�–Zelllinie� CRL�1772� ATCC®�
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2.4.2 Zellgewinnung�der�C2C12�

�

C2C12� ist�eine�stabile�Zelllinie.�Es�handelt�sich�hierbei�um�Myoblasten�der�Maus,�wel�

che�käuflich�erworben�wurden�(ATCC®).�
�

�

2.4.3 Zellgewinnung�der�CD133+�Stammzellen�

�

Die�CD133�positiven�(=�CD133+)�Stammzellen�wurden�aus�frischem�Knochenmark�mit�

Hilfe�eines�MACS�Systems�gewonnen.�

Laut�Protokoll�wurde�das�Knochenmark�Patienten,�die�zuvor�eingewilligt�haben,�wäh�

rend�einer�Sternotomie�entnommen�und�noch�im�Operationssaal�mit�5�ml�PBS�und�2�

mM�EDTA�versehen,�um�der�Gerinnung�des�Blutes�entgegen�zu�wirken.�Alle�weiteren�

Arbeitsschritte�wurden�unter�der�Laminar�Luftstrombank�durchgeführt,�um�ein�mög�

lichst� hohes�Maß� an� Keimfreiheit� zu� erzielen.� Zum� Lösen� der� Zellen� aus� dem� Kno�

chenmark� wurde� es� im� Verhältnis� 1:3� mit� RPMI� 1640�Medium� und� im� Verhältnis�

1:200�mit�DNase�verdünnt.�Dieses�Gemisch�wurde�dann�45�min�bei�RT�sanft�auf�dem�

Schüttler�geschwenkt.�Im�Anschluss�wurde�das�Gemisch�durch�einen�zuvor�gekühlten�

Nylon� Filter� von� Zellklumpen� gereinigt.� In� der� Zwischenzeit� wurden� 50� ml�

Zentrifugenröhrchen,�die�mit�einem�festen�Filter�bei�15�ml�versehen�sind,�mit�je�15�ml�

Ficoll� PaqueTM� gefüllt� und� mit� 1000� x� g� für� 5� min� zentrifugiert,� so� dass� das� Ficoll�

PaqueTM�unter�dem�Filter� ist.�Auf�diesen�Filter�wurden�dann� je�35�ml�des�Knochen�

mark�Gemisches�gegeben�und�erneut�bei�1000�x�g�für�10�min�zentrifugiert,�wobei�ein�

sehr�langsames�Rotieren�zu�Anfang�und�am�Ende�sehr�wichtig�ist,�um�das�zelltoxische�

Ficoll� PaqueTM� nicht�mit� dem�Knochenmark�Gemisch� zu� vermengen.� Danach�wurde�

die� oberste� Schicht� abpipettiert� und� verworfen,� ohne� die� Interphase� mit� den�

mononukleären�Zellen,�die�zwischen�Oberphase�und�Filter�gelegen� ist,�zu�zerstören.�

Die� Interphase� wurde� in� einem� neuen� 50� ml�Zentrifugenröhrchen� gesammelt,� mit�

PBS�EDTA�aufgefüllt�und�bei�20°C�und�500�x�g�für�10�min�zentrifugiert.�Der�entstan�

dene�Überstand�wurde�verworfen,�das�Pellet�mit�PBS�EDTA�BSA�Puffer�(im�folgenden�

Abschnitt� nur� noch� Puffer� genannt)� resuspendiert� und� in� einem� 15� ml�

Zentrifugenröhrchen� mit� Puffer� aufgefüllt.� Mit� Hilfe� einer� Neubauer�Zählkammer�

wurden� die� so� gewonnenen� humanen� Hämatopoetischen� Stammzellen� (hHSC)� ge�

zählt.�

Zur�magnetischen�Markierung�wurden�die� Zellen� erneut�mit� Puffer� gewaschen�und�

zentrifugiert.�Dieses�Pellet�wurde�mit�350��l�Puffer� /108�Zellen� resuspendiert.�Dann�

wurde�100��l�FcR�Blocking�Reagent�und�50��l�CD133/1�(AC133)�Biotin/108�Zellen�hin�
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zugegeben�und�nach�gründlichem�Vermischen� für�10�min�bei�4°C� inkubiert.�Danach�

wurde�das�Zentrifugenröhrchen�zum�Waschen�mit�Puffer�aufgefüllt�und�bei�500�x�g�10�

min� zentrifugiert,� dieser� Vorgang� wurde� noch� einmal� wiederholt.� Das� entstandene�

Pellet� wurde� mit� 400� �l� Puffer� /108� Zellen� resuspendiert� und� 100� �l� Anti�Biotin�

Microbeads� /108� Zellen� hinzugegeben.� Nach� gründlichem� Vermischen� musste� das�

Zellgemisch�für�15�min�bei�4°C� inkubieren.�Danach�wurde�es�erneut�gewaschen�und�

bei�500�x�g�für�10�min�zentrifugiert.�Das�Pellet�wurde�mit�2�ml�Puffer�resuspendiert.�

Ca.�20.000�Zellen�wurden�für�die�spätere�FACS�Analyse�in�Puffer�Lösung�bei�4°C�gela�

gert.�

Zur�magnetischen�Trennung�der�Zellen�wurde�der�passende�Separator�mit�der�zuvor�

gekühlten� passenden� Säule� unter� der� Laminar� Luftstrombank� aufgebaut.� Ein� Nylon�

Filter� wurde� auf� die� Säule� gesetzt.� Zum� Anfeuchten� wurden� 500� �l� (bei� einer�MS�

Säule)�bzw.�3ml�(bei�einer�LS�Säule)�Puffer�auf�den�Filter�pipettiert.�Dann�wurde�die�

Zellsuspension�hinzugegeben.�Nachdem�diese�durchgetropft�ist,�wurde�die�Säule�vier�

mal�mit�500��l�bzw.�3�ml�gewaschen,�es�wurde� jedes�Mal�abgewartet,�bis�der� voll�

ständige� Puffer� durchgelaufen� ist.� Nach� dem� zweiten�Waschgang� wurde� der� Filter�

verworfen.�Danach�wurde�die�Säule�vorsichtig�aus�dem�Separator�genommen�und�in�

ein�passendes�Röhrchen�gestellt.�Zum�Auswaschen�der�Zellen�wurden�2�x�1�ml�bzw.�2�

x�5�ml�Puffer�auf�die�Säule�pipettiert�und�jeweils�mit�dem�passenden�Stempel�durch�

spült.�

Um�die�Reinheit�der�CD133+�Zellen�zu�erhöhen�werden�die�Schritte�der�magnetischen�

Trennung�wiederholt,�hierbei�wird�immer�eine�MS�Säule�verwendet.��

Zum�Schluss�wurde�erneut�eine�Zellzählung�durchgeführt.�Die�Anzahl�der�CD133+�Zel�

len�ist�ca.�1/1000��der�zuvor�gezählten�hHSC.�

Es�wurden�wiederholt�ca.�10.000�Zellen�für�die�FACS�Analyse�in�Puffer�Lösung�bei�4°C�

gelagert.�

��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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2.4.4 Analyse�der�Reinheit�der�CD133+�Zellen�

�

Um� die� Reinheit� dieser� Stammzellen� zu� untersuchen,� wurde� eine� FACS� Analyse�

durchgeführt.�

Hierzu�wurden�die�zuvor�bei�4°C�in�Pufferlösung�gelagerten�Zellen�benutzt.�Die�Zellen�

„vor�der�Separation“�wurden�auf�zwei�1,5ml�Röhrchen�(Röhrchen�I�und�II)�aufgeteilt,�

die�nach�der�Trennung� in�ein�drittes�15ml�Röhrchen� (Röhrchen� III)� gegeben�wurde.�

Alle�wurden�bei�RT�und�1000�x�g�für�5�min�zentrifugiert,�der�Überstand�wurde�verwor�

fen.�Röhrchen�I�wurde�mit�50��l�Puffer�resuspendiert,�Röhrchen�II�und�III�mit�35��l.�In�

alle�wurden�10��l�FcR�Blocking�Reagent�pipettiert.� In�Röhrchen�II�und�III�wurden�zu�

sätzlich�je�5�l�der�drei�folgenden�Antikörper�gegeben:�

� CD133/2�(293C3)�PE�human�

� CD45�FITC�human�

� CD34�APC�human�

�

Anschließend�wurden�alle�drei�Röhrchen�bei�4°C�für�10�min�inkubiert.�Danach�wurden�

sie�je�dreimal�gewaschen,�indem�je�1�ml�Puffer�hinzugegeben�wurde�und�dann�bei�RT�

und�1000�x�g� für�5�min�zentrifugiert�wurde.�Zum�Schluss�wurde�das�Pellet� in�300��l�

Puffer� resuspendiert� und� in� ein� spezielles� FACS�Röhrchen�pipettiert,� so� dass� es�mit�

dem�Durchflusszytometer�analysiert�werden�konnte.�

�

�

2.4.5 Zellgewinnung�der�hMSC�

�

Die� Isolierung� der� humanen� Mesenchymalen� Stammzellen� (hMSC)� aus� dem� Kno�

chenmark�war�ähnlich�durchzuführen�wie�die�der�CD133+�Zellen.�Nach�der�Trennung�

der�Zellen�mit�Ficoll�PaqueTM�wurde�die�Interphase�mit�den�mononukleären�Zellen�in�

einer� Konzentration� von� 100� Mio.� Zellen/7ml� speziellem� Wachstumsmedium�

(MSCGM)/75cm³�Gewebekulturflasche� überführt.� In� den� folgenden� Tagen� blieb� die�

Population�der�hMSC�durch�ihre�Oberflächenadhärenz�an�den�Plastikflaschen�haften.�

Die� nicht�adhärenten� Knochenmarkzellen�wurden� durch�mehrere�Waschschritte� ef�

fektiv�herausgespült.�

Die�hMSC�aus�Fettgewebe�(PLA�=�engl.:�processed�liposuction�aspiration,�Fettabsau�

gung)� und� aus�Nabelschnurblut� (CB� =� engl.:� cord� blood)� isolierte� die�Arbeitsgruppe�

von�Dr.�rer.�nat.�Karen�Bieback�aus�dem�Institut�für�Transfusionsmedizin�und�Immu�

nologie�in�Mannheim�zugehörig�der�Universität�Heidelberg�und�übergab�es�zur�weite�

ren�Kultivierung�und�Charakterisierung�im�Rahmen�des�„START�MSC“�Projektes.�
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2.5 Zellkultivierung�

�
2.5.1 �Materialien�
�
Produktbezeichnung� Katalognr.� Firma�
� � �
Angereichertes�DMEM�(7%�FBS,�1%�P/S,�0,1%�Amph.�B):�

� 500ml�DMEM�
� 35ml�Fetal�Bovine�Serum�(FBS)�
� 5ml�Penicillin/Streptomycin�(P/S)�
� 500�l�Amphotericin�B�(Amph.�B)�

�

�
P04�03550�
P30�3300�
P11�010�
P11�001�

�
PAN�Biotech�
PAN�Biotech�
PAA�Laboratories�
PAA�Laboratories�
�

Trypsin�EDTA�in�PBS�(1x)�
�

L11�003� PAA�Laboratories�
�

Einfriermedium:�
95�%�FBS�
5�%�DMSO�
�

�
P30�3300�
276855�100ml�
�

�
PAN�Biotech�
SIGMA�Aldrich�

Mesenchymal�Stem�Cell�Growth�Medium�(MSCGM)�
�

PT�3001� Lonza�

5�Azacytidine�
�

A2385� Sigma�Aldrich�

�

�

2.5.2 �Zellkultivierung�

�

2.5.2.1 Kultivierung�der�Zelllinie�C2C12�
�

Die� Zelllinie� C2C12� ist�morphologisch� den� Fibroblasten� sehr� ähnlich.� Sie� kommt� aus�

dem�Muskelgewebe�der�Maus�und�eignet�sich�sehr�gut�für�in�vitro�Studien.�

Die�Zellen�wurden�bei�37°C�und�5%�CO2� in�angereichertem�DMEM�(7%�FBS,�1%�P/S,�

0,1%��Amph.�B)�gehalten,�welches�alle�zwei�bis�drei�Tage�gewechselt�wurde.�Bei�einer�

Konfluenz�von�ca.�70%�wurden�die�Zellen�passagiert,�da�sie�bei�zu�hoher�Dichte�diffe�

renzieren�würden.�

Zum�Passagieren�wurde�das�alte�Medium�entfernt�und�zweimal�mit�PBS�gespült.�Dann�

wurde�soviel�Trypsin�hinzugegeben,�dass�die�Zellen�eben�bedeckt�waren.�Nach�5�min�

im� CO2�Brutschrank� waren� die� Zellen� von� der� Zellkulturflasche� gelöst.� Durch�

Hinzugabe� von� frischem� Medium� wurde� das� Trypsin� inaktiviert.� Das� Zell�Trypsin�

Medium�Gemisch�wurde�in�ein�Zentrifugenröhrchen�gegeben�und�bei�22°C�und�300�x�

g� für� 10�min� zentrifugiert.� Der� Überstand�wurde� verworfen� und� das� Pellet�mit� fri�

schem�Medium�resuspendiert.�Die�Zellen�wurden�dann�auf�drei�frische�Zellkulturfla�

schen�verteilt,�mit�ausreichend�Medium�versehen�und�zurück�in�den�Brutschrank�ge�

bracht.�
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Zum�Einfrieren�der�Zellen�wurde�das�Pellet�mit�einem�speziellen�Einfriermedium�re�

suspendiert,�welches�proteinreicher� ist�und�die�Zellen�somit�besser�versorgt.� In�pas�

sende� Kryo�Röhrchen� gegeben,�wurde� es� bei� �80� bis� �196°C� (Flüssigstickstoff)� gela�

gert.�

�

2.5.2.2 �Kultivierung�der�Ko�Kultur�

�

Die� Ko�Kultur�mit� C2C12� und� CD133
+� Stammzellen�wurde� ähnlich� behandelt�wie� die�

Reinkultur�von�C2C12.�

Direkt�nach�der�Isolierung�der�Stammzellen�wurden�diese�in�einem�bestimmten�Ver�

hältnis�mit�den�Maus�Myoblasten�C2C12�ko�kultiviert.�Nach�einigen�Testläufen�stellte�

sich�heraus,�dass�das�Verhältnis�1:4�(CD133+�:�C2C12�)�die�besten�Ergebnisse�bringt.�Erst�

nach� fünf�bis� sechs�Tagen�wurde�das�Medium�zum�ersten�Mal�gewechselt,�um�den�

Stammzellen,�die�von�Natur�aus�keine�Fähigkeit�zur�Adhärenz�besitzen,�die�Möglich�

keit�zu�geben,�sich�von�den�Myoblasten�verändern�zu�lassen�und�ebenfalls�zu�adhärie�

ren.�Danach�wurde�die�Ko�Kultur�jedoch�genauso�behandelt�wie�die�Reinkultur.�

�

2.5.2.3 �Kultivierung�der�hMSC�

�

Die�humanen�Mesenchymalen�Stammzellen�waren�schwieriger�zu�kultivieren.�Sie�ha�

ben�eine�zartere�Morphologie�und�wachsen�viel�langsamer.�

Als�Medium�wurde�das�MSCGM�verwendet,�welches�alle�zwei�bis�drei�Tage�gewech�

selt�wurde,�sie�wurden�bei�37°C�und�5%�CO2�im�Brutschrank�gehalten.�Bei�einer�Dichte�

von�ca.�70%�wurden�auch�diese�Zellen�in�der�gleichen�Weise�passagiert�wie�die�Zellli�

nie�C2C12,�da�auch�diese�Stammzellen�eine�andere�Morphologie�annehmen,�wenn�sie�

zu�dicht�wachsen.��

�

2.5.2.4 Differenzierung�der�hMSC�mit�5�Azacytidine�

�

Um�die� hMSC� zur� Differenzierung� zu� kardialen� Zellen� anzuregen�wurden� sie�mit� 5�

Azacytidine�behandelt.��

Die�zuvor�wie�beschrieben�isolierten�humanen�Mesenchymalen�Stammzellen�wurden�

ca.� eine� Woche� kultiviert.� Dann� wurde� das� Medium� (MSCGM)� 1:1000� mit� 5�

Azacytidine�angereichert�und�für�24�Std.�inkubiert.�Anschließend�wurde�das�Medium�

gegen� frisches,�unbehandeltes�MSCGM�ausgewechselt.�Nach�zwei�und�drei�Wochen�

waren�die�Zellen�bereit�zur�Auswertung�mittels�Immunofärbung,�RT�PCR�und�FACS.�
�
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2.6 Immunofärbung�

�
2.6.1 Materialien�
�
Produktbeschreibung� Katalognr.� Firma�

� � �

Zellkultur�24�Well�Platte�
�

662160� Greiner�Bio�One�

13�mm�ø�Deckgläschen�
�

163�9161065� Menzel�

Triton�X�100�(0,2%)�mit�PBS�
�

T9284�500ml� SIGMA�Aldrich�

Paraformaldehyd�(PFA)�Lösung�(4%):�
� 2g�PFA�
� 45ml�Aqua�dest.�
� Tropfen�5N�NaOH�
� 5ml�PBS�

�

�
P6148�500G�

�
SIGMA�Aldrich�

Protein�Block�
�

X0909� Dakocytomation�

Antikörper�Verdünnungspuffer�
�

S3022� Dakocytomation�

Primärantikörper:�
1. Intrazelluläre�Marker:�

� MEF�2�(C�21):�
�
� Troponin�I�(H�170)�
�
� Nkx�2.5�(N�114)�
�
� Mouse�Anti�Human�Mitochondria�Monoclonal�Anti�
body�(mo�anti�human�mito)�
�

� Mouse�Anti�Human�Nuclei�Monoclonal�Antibody�(mo�
anti�human�nuclei)�

�
2. Oberflächenmarker:�

� CD44�PE�
� CD45�FITC�
� CD34�PE�

�

�
�
Sc�313�
�
Sc�9053�
�
Sc�14033�
�
MAB1273�
�
�
MAB1281�
�
�
�
ab19618�100�
130�080�202�
130�090�945�

�
�
Santa�Cruz�Biotech�
nology,�Inc.�
Santa�Cruz�Biotech�
nology,�Inc.�
Santa�Cruz�Biotech�
nology,�Inc.�
Chemicon��
�
�
Chemicon�
�
�
�
Abcam�
Miltenyi�Biotec�
Miltenyi�Biotec�

Sekundärantikörper:�
� Alexa�Fluor�488nm�anti�rabbit�
� Alexa�Fluor�568nm�anti�mouse�

�

�
A21206�
A11019�

�
Invitrogen�
Invitrogen�

Kernfärbung:�
� DRAQ5�

�

�
DR50050�

�
Biostatus�Limited�

Fluorsave™�Reagent�(FSR)� 345789� Calbiochem�
� � �



MATERIAL�UND�METHODEN 17

2.6.2 Vorbereitung�der�Zellen�

�

Die�zur�Immunfärbung�vorgesehenen�Zellen�wurden�einen�Tag�zuvor�passagiert.�Un�

ter�Berücksichtigung�des�Wachstums�über�Nacht�und�des�Wissens�über�die�ungefähre�

Anzahl�der�Zellen,�die�für�ein�24�Well�optimal�sind�(ca.�2�x�105�Zellen),�wurden�die�Zel�

len�auf�eine�24�Well�Platte,�mit�sterilen�Deckgläschen�bestückt,�gegeben.�Pro�zu�un�

tersuchendes�Antigen�wurde�ein�Deckgläschen�verwendet.�

Zur�Immunofärbung�von�nicht�adhärenten�Zellen,�wie�die�CD133+�Stammzellen,�wur�

den� diese� zuvor� mit� einer� Cytospin�Zentrifuge� auf� einen� Objektträger� zentrifugiert�

und�luftangetrocknet.�Anschließend�wurde�nach�dem�Protokoll�der�adhärenten�Zellen�

gearbeitet.�

�

�

2.6.3 Färbung�

�

Zur�Durchführung�der� Immunofärbung�wird�das�alte�Medium�aus�den�Vertiefungen�

der�Well�Platte�genommen.�

Um�den�Lebensvorgang�der�Zellen�zu�stoppen�und�weitere�strukturelle�Veränderun�

gen�zu�verhindern�und�um�die�Zellen�für�die�folgende�Färbung�zu�stabilisieren,�wur�

den�sie�mit�einer�4�%��Paraformaldehyd�(PFA)�Lösung�fixiert.�

Das� PFA� wurde� hergestellt,� indem� 40�ml� Aqua� dest.� und� 2� g� PFA�Pulver� auf� einer�

Heizplatte�erhitzt� und�mit� einem�Magnetrührer� vermengt�wurden,� nach� ca.� 10�min�

wurden�2�Tropfen�NaOH�hinzugegeben,�um�den�pH�Wert�zu�optimieren.�Im�Weiteren�

wurden�5�ml� PBS�dazu� gegeben�und� gerührt,� bis� die� Lösung� klar�wurde.� Zum�Ende�

wurde�die�Menge�bis�50�ml�mit�Aqua�dest.�aufgefüllt�und�auf�kleine�2�ml�Röhrchen�

aufgeteilt.�Diese�wurden�eingefroren,� so�dass�zu� jeder� Immunofärbung� frisches�PFA�

verwendet�werden�konnte.�

500��l�PFA�pro�Vertiefung�mussten�10�min�bei�37°C�inkubieren�und�wurden�anschlie�

ßend�verworfen.�

Im�Folgenden�wurden�500��l�des�Detergenz�Triton�X�100�für�10�min�auf� jene�Zellen�

gegeben,�die�später�mit�einem�Antikörper�gefärbt�werden�sollten,�welcher�ein�intra�

zelluläres� Antigen�markieren� sollte.� Die� Antikörper� könnten� ohne� dieses� Detergenz�

die� Zellmembran� nicht� durchdringen.� Triton� X�100� macht� die� Membranen� jedoch�

durchlässig,�so�dass�die�Antikörper�ihr�Zielantigen�erreichen�können.�

Das�Triton�X�100�wurde�verworfen�und�die�Vertiefungen�mit�den�Deckgläschen�ein�

mal�mit�PBS�für�10�min�gewaschen.�
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Anschließend�wurden�die�Deckgläschen�vorsichtig�aus�den�Vertiefungen�der�Wellplat�

te�genommen�und�mit�der�Zellseite�nach�unten�auf�eine�saubere,�nicht�sterile�Unter�

lage�mit�je�einem�Tropfen�(ca.�100��l)�Proteinblockierungsreagenz�gelegt.�Nach�einer�

30�minütigen�Inkubationszeit�bei�RT�wurden�die�Deckgläschen�wiederum�mit�der�Zell�

seite�nach�unten�auf�je�100��l�des�Primärantikörpers�gelegt.�Parallel�zu�dem�zu�unter�

suchenden� Antigen�wurde� auf� jedes� Deckgläschen� ein� Antikörper� gegeben,� der� die�

menschliche�Abstammung�der�Zelle�beweisen�sollte.�Dazu�wurde�entweder�ein�Anti�

körper�gegen�menschliche�Zellkerne�oder�die�Mitochondrien�hinzugegeben.�Bei�den�

Primärantikörpern�wurden�folgende�Konzentrationen�verwendet:�
�

Tab.2.1�Primärantikörper�und�deren�Verdünnung�

Antikörper� Konzentration,�verdünnt�in�Verdünnungspuffer�

MEF�2� 1:50�

Troponin�I� 1:50�

Nkx�2.5� 1:50�

Mo�anti�human�mito� 1:30�

Mo�anti�human�nuclei� 1:20�

CD44�PE� 1:50�

CD45�FITC� 1:10�

CD34�PE� 1:10�

�

Als�Negativkontrolle�wurde�auf� je�ein�Deckgläschen�kein�Primärantikörper�gegeben,�

anstatt�dessen�wurden�100��l�PBS�verwendet.�

Die� Primärantikörper� inkubierten� über� Nacht� bei� 4°C� in� einer� Box� mit� hoher� Luft�

feuchtigkeit,� so� dass�der� Primärantikörper�nicht� verdunstet.�Hierzu�wurde�eine�Box�

verwendet,�die�am�Boden�mit�Wasser�gefüllt�war.�Die�Deckgläschen�lagen�auf�einem�

Gitter�auf�einem�„Parafilm“�Streifen.�Die�Box�war�lichtundurchlässig�verschlossen.�

Am�folgenden�Tag�wurden�die�Deckgläschen�gewaschen,� indem�sie�mit�der�Zellseite�

nach� unten� für� 10� min� auf� einen� 100� �l�Tropfen� PBS� gelegt� worden� sind.� Dieser�

Waschvorgang�wurde�noch�zweimal�wiederholt.��

Anschließend�wurde� der� Sekundärantikörper� aufgetragen.� Hierbei�wurden� die� zwei�

Sekundärantikörper�gegen�das�zu�untersuchende�Antigen�und�das�menschliche�Anti�

gen�in�einem�Röhrchen�vermischt.�Folgende�Verdünnungen�wurden�verwendet:�
�

Tab.2.2�Sekundärantikörper�und�deren�Verdünnung�

Antikörper� Konzentration,�verdünnt�in�Verdünnungspuffer�

Alexa�Fluor�488nm�anti�rabbit� 1:1000�

Alexa�Fluor�568nm�anti�mouse 1:1000�

�
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Bei� Primärantikörpern,� welche� bereits� konjugiert� sind,� ist� kein� Sekundärantikörper�

nötig.�

Der�Sekundärantikörper�musste�für�eine�Stunde�bei�RT�in�der�Box�feucht�und�dunkel�

inkubieren.�

Anschließend�wurden�die�Zellen�wie�zuvor�drei��bis�viermal�gewaschen.�Dann�wurden�

die�Kerne�mit�DRAQ5�angefärbt.�Dies� ist� ein�unspezifischer�DNA�Fluoreszenzmarker�

im�Infrarotbereich�(633nm).�Er�inkubierte�in�einer�Verdünnung�von�1:100�für�20�min.�

Zwei�weitere�Waschdurchgänge�folgten.��

Zum�Abschluss�wurden�Objektträger�präpariert.�Sie�wurden�gereinigt,�es�wurden�10�

�l� des� Einbettmediums� „FSR“�hinauf� pipettiert� und� zügig� das�Deckgläschen�mit� der�

Zellseite�nach�unten�so� raufgelegt,�dass�keine�Blasen�darunter�entstanden�sind.�Die�

Zellen�sind�nun�fertig�zur�Auswertung�unter�dem�Mikroskop.�

�

2.6.4 �Auswertung�der�Zellen�

�

Die� Zellen�wurden�mit� dem�Konfokalen� Laser� Rastermikroskop� ausgewertet.�Hierzu�

wurden�drei�Laser�verwendet,�so�dass�alle�drei�Wellenlängen�gleichzeitig�darzustellen�

waren:�

� 488�nm�

� 568�nm�

� 633�nm.�

Das� Konfokale� Laser� Rastermikroskop� bietet� im� Gegensatz� zum� konventionellen�

Lichtmikroskop� oder� Epifluoreszenzmikroskop� den� Vorteil,� dass� zweidimensionale�

Schnittbilder�erstellt�werden�können,�welche�später�sogar�zu�einem�dreidimensiona�

len�Bild�rekonstruiert�werden�können.�Dies�ist�vergleichbar�mit�einem�CT�(Computer�

tomographie)�Bild� in�der�Medizin.�Es�können�somit� intrazelluläre�Strukturen�optisch�

höher�aufgelöst�dargestellt�werden.�

�

Als�Negativkontrolle�wurde�die�Reinkultur�der� Zelllinie�C2C12� verwendet,� die� in� glei�

cher�Weise�gefärbt�und�ausgewertet�wurde.�
�

�

�

�

�

�

�

�
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2.7 RNA�Isolierung�und�RT�PCR�

�
2.7.1. Materialien�

�
Produktbeschreibung� Katalognr.� Firma�

� � �

RNeasy®�Mini�Kit,�beinhaltet:�
� RLT�Puffer�
� RW1�Puffer�
� RPE�Puffer�
� RNeasy�Mini�Spin�Säule�im�2ml�Röhrchen�
� RNase�freies�Wasser�

�

74106� Qiagen�

RNeasy®�Micro�Kit,�beinhaltet:�
� RLT�Puffer�
� RW1�Puffer�
� RDD�Puffer�
� DNase�I�
� RPE�Puffer�
� RNeasy�MinElute�Spin�Säule�im�2ml�Röhrchen�
� RNase�freies�Wasser�

�

74004� Qiagen�

DEPC�treated�Water�=�Nuklease�freies�Wasser�
�

9906� Ambion�

10mm�dNTP�Mix�
�

U1511� Promega�

Oligo�(dT)�15�Primer�
�

C1101� Promega�

RNasin®�RNase�Inhibitor�
�

N2511� Promega�

RNase�H�
�
�
�
�

M4281� Promega�

Superscript�™�III�Reverse�Transcriptase,�beinhaltet:�
� Superscript™�III�RT�(200U/�l)�
� 5x�First�Strand�Buffer�
� 0,1�M�DTT�

�

18080�093� Invitrogen�

GoTaq®�Green�Master�Mix,�beinhaltet:�
� Reaktionspuffer�(pH�8,5)�
� 400��m�dATP�
� 400��m�dGTP�
� 400��m�dCTP�
� 400��m�dTTP�
� 3�mm�MgCl2�
� Probenpuffer�mit�Farbmarker�

�

M7113� Promega�

�
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2.7.2. �RNA�Isolierung�

�

Zur�Untersuchung�der�Zellen�auf�molekularer�Ebene�musste�zuerst�die�RNA�der�Zellen�

isoliert�werden,�um�sie�anschließend�vervielfältigen�und�auswerten�zu�können.�

Die� Isolierung�erfolgte� laut�Protokoll�des�RNeasy®�Mini�bzw.�Micro�Kit.�Dies�war�ab�

hängig� von� der� zur� Verfügung� stehenden� Ausgangsmenge� an� Zellen.� Das�Micro� Kit�

verwendete�man�für�bis�zu�45��g�RNA�und�das�Mini�Kit�für�bis�zu�100��g�RNA.�

Zur�Isolierung�mit�Hilfe�des�RNeasy®�Mini�Kits�wurden�ca.�1�x�106�Zellen�verwendet.�

Laut� Protokoll� wurde� das� Zellpellet� mit� 350� �l� eines� Guanidiniumisothiocyanat�

Lysispuffer� (RLT�Puffer)� resuspendiert.� Dann� wurde� die� gleiche� Menge� an� 70%�

Ethanol�hinzugegeben,�um�das�Lysat�zu�homogenisieren�und�die�Bindungseigenschaf�

ten� der� RNA� an� die� Säulenmembran� zu� ordnen.�Diese� 700��l�wurden�dann� auf� die�

mitgelieferte�RNeasy�Mini�Spin�Säule,�die�mit�einer�Membran�ausgestattet�ist,�pipet�

tiert�und�für�15�sek�bei�8000�x�g�zentrifugiert.�Der�Durchfluss�wurde�verworfen,�die�

RNA�wurde� von�der�Membran�adsorbiert.� Zum�Waschen�wurden� zuerst� 700��l� des�

RW1�Puffers�in�die�Säule�pipettiert�und�bei�8000�x�g�für�15�sek�zentrifugiert.�Im�Wei�

teren�wurde�die�Säule�in�ein�neues�Röhrchen�gestellt,�500��l�des�zweiten�Waschpuf�

fers,�RPE,�hinzugegeben�und�erneut�mit�8000�x�g�15�sek�zentrifugiert.�Daraufhin�wur�

den�wieder�500��l�des�RPE�Puffers�auf�die�Säule�gegeben�und�nun�bei�maximaler�Ge�

schwindigkeit� für� 2� min� zentrifugiert,� um� die� Membran� zu� trocknen.� In� ein� neues�

Röhrchen�gestellt�wurde�ein�zweiter�Trocknungsvorgang�bei�maximaler�Geschwindig�

keit�für�1�min�durchgeführt,�daraufhin�wurde�die�Säule�in�ein�neues�1,5�ml�Röhrchen�

gestellt�und�40��l�RNase�freies�Wasser�direkt�auf�die�Membran�pipettiert.�Zum�Aus�

waschen�der�RNA�aus�der�Membran�wurde�das�Röhrchen�nun�bei�8000�x�g�für�1�min�

zentrifugiert.�Dieser�Vorgang�wurde�wiederholt,�der�Durchfluss�erneut�auf�die�Mem�

bran�pipettiert�und�zentrifugiert.�Der�Durchfluss�war�die�isolierte�RNA.�

�

Zur�Isolierung�der�RNA�mit�Hilfe�des�RNeasy®�Micro�Kits�wurde�zu�Anfang�wie�bei�dem�

Mini�Kit�verfahren.�Die�Zellen�wurden�lysiert,�homogenisiert�und�anschließend�eben�

falls�auf�die�mitgelieferte�RNeasy�MinElute�Spin�Säule�pipettiert.�Bei�8000�x�g�wurde�

diese� 15� sek� zentrifugiert� und� der� Durchfluss� anschließend� verworfen.� Inzwischen�

wurden� 10� �l� der�DNase� I�mit� 70� �l� des�mitgelieferten� RDD� Puffers� vorsichtig� ver�

mengt,�da�DNase�sehr�empfindlich�ist,�und�anschließend�direkt�auf�die�Kieselerdegel�

Membran�pipettiert�und�für�15�min�bei�RT�inkubiert.�Im�Anschluss�wurden�350��l�des�

RW1�Wasch�Puffers�auf�die�Membran�gegeben�und�bei�8000�x�g�15�sek�zentrifugiert.�

Die�Säule�in�ein�neues�Röhrchen�gesetzt�wurden�dann�500��l�des�RPE�Wasch�Puffers�

dazu�gegeben�und�erneut�bei�8000�x�g�für�15�sek�zentrifugiert,�der�Durchfluss�wurde�
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verworfen.�Daraufhin�wurden�500��l�80%�Ethanol�in�die�Säule�gegeben�und�bei�8000�

x�g�für�2�min�zentrifugiert,�um�die�Membran�zu�trocknen.�Dann�wurde�die�Säule�wie�

der� in�ein�neues�2�ml�Röhrchen�gesetzt�und�mit�offenem�Deckel�bei�maximaler�Ge�

schwindigkeit� 5� min� zentrifugiert.� Im� Anschluss� wurde� die� Säule� in� ein� 1,5� ml�

Röhrchen�gesetzt.� Zum�Auswaschen�der�RNA�wurde�nun�16��l�RNase� freies�Wasser�

auf�die�Mitte�der�Membran�pipettiert�und�bei�maximaler�Geschwindigkeit�für�1�min�

zentrifugiert.�Der�Inhalt�des�Röhrchens�entspricht�der�RNA.�

�

Zum�Zweck�der�Negativkontrolle�wurde�ebenfalls�die�RNA�der�C2C12��Zellen�isoliert.�Als�

Positivkontrolle�wurde�die�cDNA�aus�menschlichem�Herzgewebe�gewonnen,�welche�

während�einer�Operation�am�offenen�Herzen� (an�der�Universität� zu�Rostock,�Abtei�

lung�Chirurgie)�vom�linken�Herzohr�entnommen�worden�ist.�

�

�

2.7.3. �Quantifizierung�der�RNA�

�

Der�Ertrag�der�RNA�wurde�mit�Hilfe�eines�Nano�Drop�Spectrophotometers�gemessen.�

Hierbei�benötigt�man�lediglich�1��l�der�RNA,�um�den�Ertrag�in�ng/�l�zu�erhalten.�Diese�

Werte�wurden� im�nächsten�Schritt,�der�Reversen�Transkription,�zum�Berechnen�der�

Protokolle�benötigt.�

�

�

2.7.4. Reverse�Transkription�

�

Die�Reverse�Transkription�ist�der�erste�Schritt�der�RT�PCR.�Die�zuvor�gewonnene�RNA�

wird� in� eine� komplementäre� DNA� (cDNA)� umgewandelt,� da� die� anschließende� PCR�

nur�in�der�Lage�ist�DNA�zu�amplifizieren.�

Das� hierbei� arbeitende� Enzym� ist� die� Reverse� Transkriptase� oder� RNA�abhängige�

DNA�Polymerase,�dies�sind� in�der�heutigen�Molekulargenetik�veränderte�Enzymvari�

ante�aus�unterschiedlichen�Retroviren.�Das�Enzym�wurde�erstmals�1970�beschrieben.�

Es�arbeitet�entgegen�der�eigentlichen�Richtung�der�Transkription,�deswegen�„revers“,�

bei�der�aus�einer�DNA�eine�mRNA�erstellt�wird.�Die�Reverse�Transkriptase�macht�aus�

einer�einsträngigen�RNA�eine�komplementäre,�doppelsträngige�DNA.�Dazu�syntheti�

siert� sie� zuerst�einen�RNA�DNA�Hybridstrang,� um�anschließend�die�RNA�Anteile�mit�

einer� RNase� H� abzubauen.� Zum� Schluss� wird� mit� einer� DNA�abhängigen� DNA�

Polymerase�der�Doppelstrang�vervollständigt.�
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In�meinen�Versuchsreihen�wurde� das� Enzym� Superscript™� III� Reverse� Transkriptase�

verwendet,�eine�Enzymvariante�die�aus�dem�Moloney�Maus�Leukämie�Virus�(M�MLV)�

isoliert�worden� ist.�Zum�Starten�der�cDNA�Synthese�benötigt�man�Primer,�hier�wur�

den�die�Oligo�(dT)�Primer15�verwendet.�Diese�starten�am�3´�Ende�der�RNA,�wo�sich�der�

Poly�A�Schwanz�befindet,�die�Transkription.�Zum�Auffüllen�des�Hybridstranges�benö�

tigt�man�dNTP.��

Um� nun� den� identischen� RNA� Gehalt� in� den� zu� untersuchenden� Proben� zu� haben,�

wird�die�Menge�an�RNA�in��g�anhand�des�geringsten�Gehaltes�festgelegt.�Es�werden�

jeweils�2�l�dNTP�und�2��l�Oligo�(dT)�Primer�zu�jeder�Probe�gegeben�und�mit�Nuklease�

freiem�Wasser�auf�ein�Endvolumen�von�26��l�aufgefüllt.�Dieses�Gemisch�wird�nun�in�

einem�Thermocycler� für�5min�auf�65°C�erhitzt�und�anschließend� für�10�min�auf�4°C�

herunter�gekühlt.�Währenddessen�wurde�der�cDNA�Synthese�Mix�vorbereitet.�
�

Tab.�2.3�cDNA�Synthese�Mix�pro�Röhrchen�

5x�First�Strand�Buffer� 8�l

0,1�M�DTT� 2�l

RNase�Inhibitor� 2�l

Superscript™�III�RT�(200U/�l) 2�l

�

Diese� 14��l� cDNA�Synthese�Mix�wurden� anschließend� zu�dem�RNA�Primer�Gemisch�

gegeben�und�vorsichtig�vermischt.�Dann�wurde�in�dem�Thermocycler�für�50�min�bei�

50°C�die�Reverse�Transkription�durchgeführt,�eine�anschließende�Phase�von�5�min�bei�

70°C�beendet�die�Aktion.�Dann�wurden�2��l�RNase�H�hinzugegeben�und�bei�37°C�für�

20� min� inkubiert� um� die� RNA�Matrize� abzubauen.� Das� Endprodukt� ist� eine� cDNA�

Matrize,�welche�nun�mittels�PCR�vervielfältigt�werden�kann.�

�

�

2.7.5. �Polymerase�Ketten�Reaktion�(PCR)�

�

Die�PCR�ist�ein�molekulargenetisches� in�vitro�Verfahren,�bei�dem�selektiv�bestimmte�

DNA�Abschnitte�amplifiziert�werden�können.�Es�wurde�1985�von�R.V.�Saiki�und�seinen�

Mitarbeitern�entwickelt61.�Zu�Beginn�wird�die�doppelsträngige�DNA�denaturiert,�dies�

geschieht,� indem�bei�95°C�die�Wasserstoffbrückenbindungen�aufgebrochen�werden.�

Die�Sequenz�von�Interesse�wird�von�zwei�synthetischen�Oligonukleotiden,�die�so�ge�

nannten� Primer,� flankiert,� die� komplementär� zu� den� Enden� der� Ziel�DNA�Sequenz�

sind.� Sie� legen� den� Startpunkt� fest.� Dies� wird� Primer�Hybridisierung� oder� Primer�

Annealing� genannt.� Die� Annealing�Temperatur� ist� individuell� für� jeden� Primer� und�

hängt�von�der�Sequenz,�bzw.�ihrem�Gehalt�an�GC��und�AT�Basen�ab.�Sie�sollte�experi�
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mentell� ermittelt� werden.� Daraufhin� folgt� die� Elongation� mittels� einer� Taq�DNA�

Polymerase.�Sie�wurde�aus�einem�thermophilen�Bakterium,�dem�Thermus�aquaticus,�

gewonnen,�so�dass� ihr�Temperaturoptimum�bei�72°C�liegt.�Mit�Hilfe�von�Mg2+�Ionen�

und�Desoxynukleosidtriphosphaten� (dNTP)� als� Bausteine�wird� der�DNA�Einzelstrang�

dann� in�3´�5´�Richtung�aufgefüllt.�Somit�kann�die�DNA�innerhalb�weniger�Zyklen,�ca.�

40,�exponentiell�angereichert�werden,�so�dass�sie�später�mittels�Agarose�Gel�Elektro�

phorese�nachgewiesen�werden�kann.�

Die�PCR�wurde�mit�Hilfe�eines�PCR�Master�Mix�(GoTaq®�Green)�durchgeführt,�indem�

bereits�dNTP,�Mg2+�Ionen,�Reaktionspuffer�und�der�für�die�Agarose�Gel�Elektrophore�

se�benötigte�Probenpuffer�enthalten�ist.�

Für� die� PCR�Reaktion� der� verschiedenen� Experimente� wurden� folgende� Primer� Se�

quenzen�verwendet:��
�

Tab.�2.4�DNA�Primer�Sequenzen,�deren�Basenpaar�Länge�und�Annealing�Temperatur�(Tm)�

Gen� Sequenz� Länge�
(bp)�

Tm�
(°C)�

GAPDH� Sense:�5´�CCA�TCA�CCA�TCT�TCC�AGG�AG�3´�
Antisense:�5´�CCT�GCT�TCA�CCA�CCT�TCT�TG�3´�

343� 56�

hGAPDH�62� Sense:�5´�CTG�ATG�CCC�CCA�TGT�TCG�TC�3´�
Antisense:�5´�CAC�CCT�GTT�GCT�GTA�GCC�AAA�TTC�G�3´�

596� 56�

mrGAPDH� Sense:�5´�TGA�AGG�TCG�GTG�TCA�ACG�GAT�TTG�GC�3´�
Antisense:�5´�CAT�GTA�GGC�CAT�GAG�GTC�CAC�CAC�3´�

950� 56�

„Differenzierungs�
Marker“:�

� � �

hNkx2.5� Sense:�5´�CTT�CTC�AGT�CAA�AGA�CAT�CCT�3´�
Antisense:�5´�TCC�AGC�TCC�ACC�GCC�TTC�3´�

224� 60�

hTn�T2� Sense:�5´�GAT�TCT�GGC�TGA�GAG�GAG�GA�3´�
Antisense:�5´�TGG�AGA�CTT�TCT�GGT�TAT�CGT�TG�3´�

213� 62,6�

“Stemness�
Marker”:�

� � �

Oct�4� Sense:�5´�CGT�GCA�GGC�CCG�AAA�GAG�AAA�3´�
Antisense:�5´�TGG�GGC�CAG�AGG�AAA�GGA�CAC�T�3´�

271� 60�

Rex�1� Sense:�5´�AGA�GAC�ATT�TCC�TGG�TTC�ATA�CTG�3´�
Antisense:�5´�CTA�CTT�TCC�CTC�TTG�TTC�ATT�CTT�3´�

236� 53,8�

Wnt�3� Sense:�5´�CGG�GCC�GCA�CGA�CTA�TCC�TG�3´�
Antisense:�5´�CTT�CCG�CTT�CTC�CGT�CCT�CGT�GT�3´�

404� 62�

Nanog� Sense:�5´�CCG�AAG�AAT�AGC�AAT�GGT�GTG�AC�3´�
Antisense:�5´�AGG�AGA�ATT�TGG�CTG�GAA�CTG�C�3´�

303� 57,5�

�

Glycerinaldehyd�3�Phosphat�Dehydrogenase� (GAPDH)� wurde� als� sog.� Haushaltsgen�

(engl.:�house�keeping�gene)�verwendet.�Es� ist�ein�Enzym�der�Glykolyse�und�somit� in�

jeder�Zelle�vorhanden.�Es�dient�als�Abgleich�der�verwendeten�DNA�Mengen.�hGAPDH�

bzw.�mrGAPDH�weisen� spezifisch�menschliche� bzw.� Zellen� von�Ratten� und�Mäusen�

nach.�
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Das�Reaktionsgemisch�wurde�wie�folgt�zusammengestellt:�
�

Tab.�2.5�PCR�Master�Mix�für�ein�50�l�Reaktionsvolumen�

Komponenten� Volumen Endkonzentration�

GoTaq®�Green�Master�Mix 25��l� 1x�

Oberer�Primer,�10�m� 2,5��l� 0,5��m�

Unterer�Primer,�10�m� 2,5��l� 0,5��m�

cDNA�Matrize� 1��l� <250�ng�

Nuklease�freies�Wasser� 19��l� N/A�

�

Dieser�PCR�Master�Mix�wurde� für� jeden�der�verwendeten�Primer�hergestellt�und� in�

spezielle�200�l�Reaktionsgefäße�gefüllt.�

Als� Negativkontrollen� bei� den� Ko�Kulturen� dienten� die� Reinkulturen� der� Partner,�

CD133+�Stammzellen�und�C2C12�Zellen.�

Als�Negativkontrolle�bei�der�Behandlung�von�hMSC�dienten�die�unbehandelten�hMSC.�

�

Die�Polymerase�Kettenreaktion�wurde�nach�folgendem�Profil�durchgeführt:�
�

Tab.�2.6�Einstellung�des�Thermocyclers�zur�PCR�

I.� Initiale�Denaturierung� 95°C� 2min�

II.� Denaturierung� 95°C� 1min�

III.� Primer�Hybridisierung Primer�spezifisch,�siehe�Tab.�2.4 30sek�

IV.� Extension� 72°C� 1min�

V.� Wiederholung� Zyklus�II�IV,�34x� �

VI.� Elongation� 72°C� 15min�

VII.� Lagerung� 4°C� dauerhaft�

VIII.� Ende� � �

�

�

2.8. Agarose�Gel�Elektrophorese�

�
2.8.1. Materialien�
�
Produktbeschreibung� Katalognummer� Firma�
� � �
Biozym�LE�Agarose�
�

840004� Biozym�

Ethidium�Bromid�(EB)�Lösung�
�

E1510� SIGMA�Aldrich�

100�bp�DNA�Leiter�mit��
Probenpuffer��
(im�Verhältnis�1:6�gemischt)�

15628�050�
X9101�

Invitrogen�
Carl�Roth�GmbH�&�Co�
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2.8.2. Herstellung�und�Vorbereitung�des�Agarose�Gels�
�

Für�die�Herstellung�eines�1,8�%�igen�Agarose�Gels�wurden�LE�Agarose�Pulver�und�TBE�

Puffer�verwendet.�Die�Agaroselösung�wurde�aufgekocht,�bis�die�Agarose�gelöst�war.�

Anschließend�wurden� 4� �l� EB�Lösung� pro� 100�ml�Gellösung� hinzugegeben�und� ver�

mengt.�Diese�Flüssigkeit�wurde�dann�in�die�Gel�Kammer�gegossen�und�der�Kamm�auf�

einer�Seite�hineingesteckt.�Das�Gel�trocknete�20�min.�Anschließend�wurde�der�Kamm�

entfernt�und�die�Gel�Kammer�in�den�TBE�Laufpuffer�gelegt,�so�dass�es�vollständig�mit�

Puffer�bedeckt�war.�Die�Geltaschen�zeigten�zur�negativen�Elektrode�der�Kammer.�
�

�

2.8.3. �Durchführung�der�Elektrophorese�
�

Die�erste�Kammer�des�Agarose�Gels�wurde�mit�3��l�der�DNA�Leiter�versehen,�die�rest�

lichen�mit�den�zu�testenden�DNA�Proben,�wobei�von�den�GAPDH�Proben�jeweils�5��l�

verwendet�worden�sind,�von�den�mrGAPDH�jeweils�6��l�und�von�den�restlichen�Pro�

ben�10��l.�

Die�Elektrophorese�Kammer�wurde�an�eine�Gleichstromspannung�von�120�Volt�für�1�

Std�angeschlossen.�Anschließend�wurde�das�Gel�unter�UV�Licht�ausgewertet.�
�

�

2.9. Analyse�der�Zelloberfläche�der�hMSC�mittels�FACS�

�
2.9.1. Materialien�
�
Produktbeschreibung� Katalognummer� Firma�
� � �
FcR�Blocking�Reagent�
�

130�059�901� Miltenyi�Biotec�

Primäre�Antikörper,�konjugiert:�
� CD45�FITC�
� CD34�PE�
� CD44�PE�
� CD105�FITC�
� CD90�PE�

�

�
130�080�202�
130�090�945�
ab19618�
ab18278�
555596�

�
Miltenyi�Biotec�
Miltenyi�Biotec�
abcam�
abcam�
BD�Biosciences�
�

Primäre�Antikörper,�unkonjugiert:�
� CD29�(anti�hamster)�
� CD73�(anti�mouse)�

�

�
550530�
550256�

�
BD�Biosciences�
BD�Biosciences�

Sekundäre�Antikörper:��
� Alexa�Fluor�488nm�anti�hamster�
� Alexa�Fluor�488nm�anti�mouse�

�
A�21110�
A�11017�

�
Invitrogen�
Invitrogen�
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2.9.2. Vorbereitung�der�Zellen�
�

Zur�Analyse� der� Zelloberfläche�mittels� FACS�wurden� die� Zellen� zuerst�wie� gewohnt�

trypsinisiert�und�gezählt.�Dann�wurden�ca.�10.000�bis�20.000�Zellen�pro�zu�untersu�

chende�Probe�verwendet.�

Als�Negativkontrolle�wurden� zum�einen� Zellen� ohne�Antikörper� versetzt� verwendet�

und�zum�anderen�Zellen,�die�nur�mit�dem�zweiten�Antikörper�versetzt�worden�sind.�

Die�Zellen�wurden�bei�1000�x�g,�5�min�zentrifugiert.�Anschließend�wurde�das�Pellet�in�

1� ml� PBS�EDTA�BSA� resuspendiert� und� erneut� zentrifugiert,� dieser� Waschvorgang�

wurde�noch�zweimal�wiederholt,�wobei�immer�darauf�zu�achten�war,�das�Pellet�nicht�

zu�berühren.�Daraufhin�wurden�die�primären�Antikörper� in� folgender�Konzentration�

hinzugegeben:�
�

Tab.�2.7�Primäre�Antikörper�zur�FACS�

Analyse�und�deren�Konzentration�

Primärer�Antikörper Konzentration

CD45�FITC� 1:10�

CD34�PE� 1:10�

CD44�PE� 1:10�

CD105�FITC� 1:5�

CD90�FITC� 1:10�

CD29� 1:10�

CD73� 1:10�

�

Zusätzlich�wurde�das�Blocking�Reagent�in�einer�Konzentration�von�1:5�hinzugegeben.�

Das�Reaktionsgemisch�musste�bei�4°C�30�min�inkubieren.�Anschließend�wurde�wie�zu�

Anfang�zweimal�gewaschen.�

Die�Proben�mit�den�konjugierten�Antikörpern�und�die�Negativkontrolle�ohne�Antikör�

per� wurden� nach� Resuspension� in� 300� �l� PBS�EDTA�BSA� in� ein� spezielles� FACS�

Röhrchen�gegeben.�

Den� Proben�mit� den� unkonjugierten� Antikörpern� und� der� zweiten�Negativkontrolle�

wurde�der�komplementäre�sekundäre�Antikörper� in�einer�Konzentration�von�1:1000�

beigefügt.� Nach� einer� Inkubationszeit� von� 30� min� bei� RT� und� einem� dreimaligen�

Waschvorgang�wurden�auch�diese�Proben�in�FACS�Röhrchen�gegeben�und�ausgewer�

tet.�

�

�

�

�
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2.9.3. Durchführung�der�FACS�Analyse�

�

Die�FACS�Analyse�wurde�mit�Hilfe�eines�Durchflusszytometers�durchgeführt.�

�

�

2.9.4. Auswertung�der�FACS�Analyse�

�

Die�Auswertung�erfolgt�mit�Hilfe�von�Punkt��und�Flächendiagrammen.�Mit�Hilfe�von�

Subtraktion� der� jeweiligen� Negativkontrollen� von� den� zu� untersuchenden� Proben�

konnten�die�Häufigkeiten�der�jeweiligen�Oberflächenmarker�analysiert�werden.�

�
�

2.10. Analyse�der�Wachstumsgeschwindigkeit�der�hMSC�mittels�FACS�
�

2.10.1. Materialien�
�
Produktbeschreibung� Katalognummer� Firma�
� � �
PKH26�Red�Fluorescent�Cell�Linker�Kit,�enthält:�

� Diluent�C�
� PKH26�Färbemittel�

MINI26� SIGMA�Aldrich�

�

�

2.10.2. Vorbereitung�der�Zellen�

�

Sowohl�die�in�vivo�Situation�im�Knochenmark�als�auch�die�Situation�im�Herzinfarktge�

biet�ist�hypoxisch.�

Zur�Untersuchung�der�Proliferationsgeschwindigkeit�von�hMSC�aus�den�drei�verschie�

denen�Geweben�Knochenmark,�Fettgewebe�und�Nabelschnurblut�in�hypoxischer�und�

normoxischer�Umgebung�wurden�diese�mit�einer�sehr�stabilen�Zellmembran�Färbung�

versehen.�Die�HWZ�von�PKH�26�beträgt�>�100�Tage.�

Die�Zellen�wurden�trypsinisiert�und�bei�400�x�g�5�min�zentrifugiert.�Das�Pellet�wurde�

mit� PBS�EDTA� resuspendiert� und� erneut� zentrifugiert.� Der� Überstand� wurde�

abpipettiert,�so�dass���25��l�zurückblieben.�Es�wurden�500��l�Diluent�C�hinzugegeben.�
Weitere�500��l�Diluent�C�wurden�mit�2��l�Färbemittel�versetzt�und�ebenfalls�hinzuge�

geben.�Die�Zellsuspension�wurde�vermischt�und�anschließend�für�5�min�bei�RT�inku�

biert.�Dann�wurden�1�ml�PBS�BSA�(1�%�ig)�hinzugegeben�und�erneut�für�1�min�bei�RT�

inkubiert.�Dann�wurden�weitere�2�ml�PBS�BSA�(1�%� ig)�hinzugegeben�und� für�5�min�

bei�500�x�g�zentrifugiert.�Das�Pellet�wurde�resuspendiert�und�die�Zellen�wurden�in�ein�
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neues�Röhrchen�überführt.�Anschließend�wurden�sie�dreimal�gewaschen,�in�dem�sie�

bei� 400� x� g� 5�min� zentrifugiert� und�mit� PBS� resuspendiert�worden� sind.� Im� letzten�

Waschvorgang� wurde� das� Zellpellet�mit�MSCGM� resuspendiert.� Schließlich� wurden�

die� Zellen� in� passende� Kulturgefäße� gegeben�und� je� die�Hälfte� jedes� hMSC�Typs� in�

einen�CO2�Brutschrank�mit�hypoxischem�und�normoxischem�Milieu�gebracht�und�für�

3�Wochen�wie�gewohnt�kultiviert.�

Die�Hypoxie�wurde�in�einer�Hypoxie�Kammer�durch�den�Einstrom�von�Stickstoff�in�die�

sonst� luftdichte�Kammer�hergestellt.�Somit�wurde�der�Sauerstoff�verdrängt�und�der�

O2�Gehalt� betrug� 0�5� %.� Die� Zellen� außerhalb� der� Kammer� waren� dem� normalen�

20,946�%�igem�O2�Gehalt�der�Luft�ausgesetzt.�An�den�Tagen�0,�7,�14�und�21�wurden�

jeweils� Proben� genommen,� indem� die� Zellen� trypsinisiert� und� ca.� 5.000� Zellen� zur�

FACS�Analyse�vorbereitet�worden�sind.�

�

�

2.10.3. �FACS�Analyse�

�

Die�FACS�Analyse�wurde�wie�gewohnt�durchgeführt.�Mit�Flächendiagrammen�wurde�

das�Proliferationsverhalten�der�Zellen�unterschiedlicher�Herkunft�an�den�Tagen�0,�7,�

14�und�21�in�Hypoxie�und�Normoxie�verglichen.�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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2.11. Analyse�der�Kalziumaktivität�von�NRCM�mittels�Live�Cell�Imaging�
�

�

2.11.1. Materialien�
�
Produktbeschreibung� Katalognr.� Firma�
� � �
Kulturmedium�I:��

� DMEM�
� 5%FBS�
� 10%HS�
� 1%P/S��

�

�
P04�03550�
P30�3300�
B11�021�
P11�010�

�
PAN�Biotech�
PAN�Biotech�
PAA�Laboratories�
PAA�Laboratories�

Kulturmedium�II:�
� DMEM�
� 5%HS�
� 1%P/S�

�

s.�Kulturmedium�I� s.�Kulturmedium�I�

Kulturschale�mit�Glasboden�35mm�
�

P35GCol�0�14�C� MatTek�Corporation�

Indikatorfreies�Medium:�DMEM�Medium�w/o�Phenolred��
�

P04�03591� PAN�Biotech�

Fluo�4,�AM�
�

F14217� Molecular�Probes™�

Pluronic�F�127�
�
�
�

P3000MP� Molecular�Probes™�

2.11.2. Kultivierung�der�NRCM�

�

Die� für� diesen� Versuch� benötigten� neonatalen� Kardiomyozyten� der� Ratte� (NRCM)�

wurden�mir�von�den�Forschungslaboratorien�für�Kardialen�Gewebe��und�Organersatz�

(FKGO)�der�Universität�Rostock�zur�Verfügung�gestellt.�

Die�NCRM�wurden�in�Kulturflaschen�überführt,�welche�zuvor�mit�Fibronektin�überzo�

gen�wurden,�indem�eine�PBS�EDTA�Lösung�mit�2�g/cm²�Fibronektin�über�Nacht�in�der�

Flasche�ruhte.�Im�Kulturmedium�I�wurden�die�Zellen�im�CO2�Brutschrank,�bei�5%�CO2�

und�37°C� für�24�Std.�kultiviert.�Am�zweiten�Tag�wurde�auf�das�Kulturmedium� II� ge�

wechselt.�Alle�zwei�bis�drei�Tage�wurden�die�Zellen�wie�gewohnt�gewaschen�und�das�

Medium�erneuert.�

Nach�ca.�10�Tagen�konnte�man�einzelne�sich�kontrahierende�Zellen�unter�dem�Licht�

mikroskop�beobachten.�Die�Zellen�wurden�auf�eine�spezielle�Kulturschale�mit�Glasbo�

den,� bedeckt�mit� Kollagen,� � gesetzt,� die� später� die� Analyse�mittels� des� Konfokalen�

Laser�Rastermikroskops�erlaubte.�

�
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2.11.3. Kalzium�Färbung�

�

Um�die�Kalziumbewegung�in�den�NRCM�zu�beobachten�wurde�ein�spezieller�fluores�

zierender�Kalzium� Indikator� verwendet,�das�Fluo�4� 63�und�ein�Konfokales� Laser�Ras�

termikroskop�64.�

Die�Zellen,�die�auf�der�speziellen�Schale�gewachsen�waren,�wurden�mit�indikatorfrei�

em�Medium�gewaschen,�indem�sie�für�30�min�bei�37°C�inkubierten.�Währenddessen�

wurde�eine�1��m�Arbeitslösung�hergestellt,� Fluo�4�und�Pluronic�wurden�1:1000�mit�

PBS�verdünnt.�Die�Zellen�wurden�anschließend�mit�dem�Färbemittel�bedeckt�und�für�

60�min�bei�37°C�inkubiert.�Danach�wurden�die�Zellen�noch�einmal�mit�PBS�EDTA�ge�

waschen�und�zum�Schluss�mit�indikatorfreiem�Medium�bedeckt.�

�

�

2.11.4. Analyse�mittels�Live�Cell�Imaging��

�

Die�Analyse�erfolgte�mit�dem�Konfokalen�Laser�Rastermikroskop.�Auf�Grund�der�Live�

Cell�Imaging�Analyse�wurde�um�das�Mikroskop�herum�ein�abgeschlossener�Inkubator�

auf�5%�CO2�und�37°C�vorbereitet.��

Alle� 656,994ms� wurde� ein� Bild� sowohl� mit� dem� Durchlichtmikroskop� als� auch� mit�

dem� �Konfokalen�Laser�Rastermikroskop�aufgenommen.�Später�wurden�diese�Bilder�

überlappend�als�ein�Video�dargestellt.�
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3 ERGEBNISSE�
�
Im� folgenden�Abschnitt�werden�die�Ergebnisse�der�Arbeit�dargestellt.�Der�erste�Ab�

schnitt�beschäftigt�sich�mit�der�in�vitro�Charakterisierung�von�humanen�Mesenchyma�

len�Stammzellen� im�Hinblick�auf�Kultivierung�und�Wachstumsgeschwindigkeit� sowie�

Oberflächenmarker� und� Differenzierungsmöglichkeiten.� Der� zweite� Teil� beschreibt�

die�Ko�Kultivierung�von�CD133+�Knochenmarkstammzellen�mit�C2C12,�undifferenzier�

ten�skelettalen�Myoblasten�der�Maus.�Das�Hauptaugenmerk�wird�hierbei�auf�die�Dif�

ferenzierung�zu�Kardiomyozyten�ähnlichen�Zellen�gelegt.�

�

�

3.1. In�vitro�Charakterisierung�und�Untersuchung�humaner�Mesenchymaler�

Stammzellen�
�

3.1.1. Lichtmikroskopische�Beobachtung��

�

Die� hMSC� der� drei� unterschiedlichen� Quellen� Knochenmark� (BM�hMSC),� Nabel�

schnurblut�(CB�hMSC)�und�Fettgewebe�(PLA�hMSC)�wurden�einer�täglichen�Begutach�

tung�mittels�Lichtmikroskop�unterzogen.�Hierbei�fielen�deutliche�Unterschiede�in�der�

Wachstumsgeschwindigkeit�von�den�CB�hMSC�zu�den�anderen�beiden�auf.�CB�hMSC�

wuchsen� sehr� viel� langsamer�und�waren� somit� schwieriger� zu� kultivieren.�Die�Mor�

phologie�wies�ebenfalls�Unterschiede�auf� (Abb.�3.1).�Die�PLA��und�BM�hMSC�waren�

sehr�zart,�sie�wiesen�einen�fibroblastoiden�Phänotyp�auf�(Abb.�3.2),�wohingegen�die�

CB�hMSC�einen�eher�dreidimensionalen�Phänotyp�zeigten.�

�
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Abbildung�3.1�A�L:�Lichtmikroskopische�Aufnahmen�von�hMSC�verschiedenen�Ursprungs.�A,�D,�G,�
J:�BM�hMSC;�B,�E,�H,�K:�PLA�hMSC;�C,�F,�I,�L:�CB�hMSC.�Darstellung�nach�2�Tagen�(A�C),�5�Tagen�(D�
F)�und�15�Tagen�(G�L)�bei�100�facher�(A�I)�bzw.�200�facher�(J�L)Vergrößerung.�
�

�

�

�

�

�

�
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�
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�
� �
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�

A� B�

Abbildung�3.2�A+B:�Lichtmikroskopische�Aufnahme�von�BM��(A)�und�PLA�hMSC�(B)� in�400�facher�
Vergrößerung�zur�Verdeutlichung�des�fibroblastoiden�Phänotyps.�
�

�

�

3.1.2. Oberflächenantigen�Analyse�

�

Die�Analyse�der�Oberflächenantigene�von�hMSC,�hier�am�Beispiel�der�Zellen�aus�dem�

Knochenmark,�mittels�Durchflusszytometrie�ergab,�dass�diese�Zellen�wie�zu�erwarten�

negativ� für� die� hämatopoietischen�Marker� CD34� und� CD45� sind.� Stromazellmarker�

wie�CD73,�CD90�und�CD105,�das��1�Integrin�CD29�und�das�Adhäsionsmolekül�CD44�

waren�hingegen� in�hoher�Zahl�nachweisbar� (Abb.�3.3).�Das�Adhäsionsmolekül�CD44�

war�bei�Zellen�des�Knochenmarks�und�des�Fettgewebes�ebenfalls�mit�der�Immunofär�

bung�nachweisbar�(Abb.�3.4).�Da�die�hMSC�eine�sehr�dünne�Morphologie�haben,�sind�

Oberflächenantigene�mit� dem�Konfokalen� Laser� Raster�Mikroskop� jedoch� schwierig�

sichtbar�zu�machen.�

Diagramm�3.1�stellt�im�Weiteren�den�Vergleich�zwischen�den�hMSC�der�unterschied�

lichen�Ursprünge�Knochenmark,�Fettgewebe�und�Nabelschnurblut�dar.�Das�Vorkom�

men�der�Oberflächenantigene�auf�den�Zellen�der�drei�Quellen�ist�ähnlich.�

�
�

�

�

�

�

�

�

�
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�
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Abbildung�3.3:�
Oberflächenantigene� von�
hMSC� des� Knochenmarks�
analysiert� mittels�
Durchflusszytometrie:� BM�
hMSC� sind� positiv� für�
CD29,� CD44,� CD73,� CD90�
und�CD105�und�negativ�für�
CD34�und�CD45.�Hellblau�=�
Negativkontrolle,� BM�
hMSC� ohne� Antikörper,�
entspricht�der�Autofluores�
zenz;� Pink� =� zu� untersu�
chendes�Antigen.�
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�
���A� �B

Abbildung�3.4�A+B:�Aufnahmen�mit�dem�Konfokalen�Laser�Rastermikroskop.�Das�Adhäsionsmole�
kül�CD44�wurde�mit�Hilfe�der�Immunofärbung�der�hMSC�aus�Knochenmark�(A)�und�Fettgewebe�(B)�
nachgewiesen.�

�

�
�

�

�

Diagramm�3.1:�Oberflächenantigene�von�hMSC�verschiedener�Herkunft�analysiert�mittels�FACS:�BM�=�

Knochenmark,�PLA�=�Fettgewebe,�CB�=�Nabelschnurblut.�
�

�
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3.1.3. Wachstumsvergleich�der�hMSC�verschiedener�Herkunft�

�

Die�lichtmikroskopischen�Beobachtungen�der�Proliferationsgeschwindigkeit�der�hMSC�

verschiedener� Herkunft� korrelieren�mit� den� Ergebnissen� aus� der� FACS� Analyse� von�

den�mit�der�Zellmembran�Färbung�PHK26�gefärbten�hMSC�(Abb.�3.5).�

Die� Intensität�der�PKH26�Färbung�nimmt�mit�der�Häufigkeit�der�Teilung�ab,� so�dass�

man� anhand� des� Verblassens� der� Zellen� die� Proliferationsgeschwindigkeit� ableiten�

kann.�Umso�weniger�intensiv�die�Zellmembran�Färbung�ist,�desto�häufiger�haben�sich�

diese�Zellen�bereits�geteilt.�Daraus�resultiert,�dass�die�Zellen�aus�dem�Fettgewebe�in�

den�ersten�zwei�Wochen�am�schnellsten�wachsen.�Die�hMSC�aus�dem�Knochenmark�

wachsen� in� der� ersten� Woche� noch� gleich� schnell,� verlieren� dann� jedoch� an� Ge�

schwindigkeit.� Die� Zellen� aus� dem� Nabelschnurblut� scheinen� in� den� ersten� ein� bis�

zwei�Wochen�kaum�zu�wachsen.�An�Tag�21�hingegen�ist�ein�deutlicher�Proliferations�

schub�zu�erkennen.�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�
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�
�
Abbildung�3.5�A�D:�
Wachstumsvergleich� zwi�
schen� den� hMSC� ver�
schiedener� Herkunft� in�
normoxischer� Umge�
bung.� Der� Vergleich� an�
Tag�0�(A),�7�(B),�14�(C)�und�
21� (D)� zeigt,� dass�die� Zel�
len� aus� dem� Fettgewebe�
(blau)� zu� Anfang� am�
schnellsten� wachsen.� Die�
hMSC� aus� dem� Knochen�
mark� (pink)� wachsen� in�
der� ersten� Woche� noch�
gleich� schnell,� verlieren�
dann� jedoch� an� Prolifera�
tionsgeschwindigkeit.� Die�
Zellen� aus� Nabelschnur�
blut� (orange)� weisen� in�
den� ersten� zwei� Wochen�
eine� deutliche� Wachs�
tumsverzögerung� auf,�
welche�jedoch�in�der�drit�
ten� Woche� nicht� mehr�
nachzuweisen�ist.�
�

�
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3.1.4. Wachstumsvergleich�in�normoxischer�und�hypoxischer�Umgebung�

�

Der�Proliferationsvergleich�der�hMSC�in�normoxischer�(O2�Gehalt�20,946%)�und�hypo�

xischer� (O2�Gehalt� 0�5%)� Umgebung� ergab,� dass� ein� niedriger� Sauerstoffgehalt� das�

Zellwachstum�positiv�beeinflusst.�Dies�wird�hier�durch�die�FACS�Analyse�der�hMSC�aus�

Knochenmark� (Abb.�3.6)� aus�Fettgewebe� (Abb.�3.7)�und�aus�Nabelschnurblut� (Abb.�

3.8)�verdeutlicht.�Bei�den�hMSC�aus�BM�fällt�der�nutzbringende�Effekt�nur�geringfügig�

auf.�Bei�den�Zellen�aus�PLA�ist�die�günstige�Wirkung�in�den�ersten�zwei�Wochen�gut�zu�

sehen.� Am� 21.� Tag� jedoch� scheinen� die� Zellen� ähnlich� schnell,� die� in� normoxischer�

Umgebung�sogar�noch�schneller�zu�proliferieren.�Am�besten�sieht�man�den�vorteilhaf�

ten�Effekt�der�hypoxischen�Umgebung�bei�den�Zellen�aus�CB,�am�21.�Tag�sind�hier�so�

gar�kaum�noch�Zellen�für�die�Zählung�vorhanden,�obwohl�identische�Kultivierungspro�

tokolle�verwendet�wurden.�

Abbildung� 3.9� zeigt� noch� einmal� den� Vergleich� der� drei� unterschiedlichen�Abstam�

mungen� in� hypoxischer� Umgebung,� wobei� sich� unter� dieser� Fragestellung� ähnliche�

Ergebnisse�wie�in�normoxischem�Milieu�ergaben.�
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�
Abbildung�3.6�A�D:�

Wachstumsvergleich�
zwischen� Zellen,� die� in�
normoxischer� (pink)�
und� in� hypoxischer�
(schwarze� Linie)� Um�
gebung� gewachsen�
sind� am� Beispiel� von�
hMSC� aus� Knochen�
mark.�Der�Vergleich�an�
Tag� 0� (A),� 7� (B),� 14� (C)�
und� 21� (D)� zeigt� ledig�
lich� einen� sehr� gerin�
gen� Wachstumsvorteil�
für� die� Zellen� in� hypo�
xischer�Umgebung.�
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�
Abbildung�3.7�A�D:�

Wachstumsvergleich�
zwischen� Zellen,� die� in�
normoxischer� (blau)�
und� in� hypoxischer�
(schwarze� Linie)� Um�
gebung� gewachsen�
sind� am� Beispiel� von�
hMSC�aus�Fettgewebe.�
Der�Vergleich�an�Tag�0�
(A),�7�(B),�14�(C)�und�21�
(D)� beweist,� dass�
hypoxisches�Milieu�das�
Zellwachsum� dieser�
Zellen� in� den� ersten�
zwei� Wochen� positiv�
beeinflusst.�
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�
Abbildung�3.8�A�D:�

Wachstumsvergleich�
zwischen� Zellen,� die� in�
normoxischer� (orange)�
und� in� hypoxischer�
(schwarze� Linie)� Um�
gebung� gewachsen�
sind� am� Beispiel� von�
hMSC� aus� Nabel�
schnurblut.� Der� Ver�
gleich� an� Tag� 0� (A),� 7�
(B),� 14� (C)� und� 21� (D)�
zeigt�hier�sehr�deutlich,�
dass� das� hypoxische�
Milieu� positiv� auf� die�
Zellproliferation�wirkt.�

�
A�

�
B�

�
C�

�
D�



ERGEBNISSE 43

�
Abbildung�3.9�A�D:���

Wachstumsvergleich�
zwischen� den� hMSC�
verschiedener� Her�
kunft� in� hypoxischer�
Umgebung.� Der� Ver�
gleich� an� Tag� 0� (A),� 7�
(B),� 14� (C)� und� 21� (D)�
zeigt� ähnliche� Ergeb�
nisse� wie� der� Vgl.� in�
normoxischer� Umge�
bung� (Abb.� 3.5).� Die�
Zellen� aus� dem� Fett�
gewebe� (blau)� wach�
sen� zu� Anfang� am�
schnellsten.� Die� hMSC�
aus�dem�Knochenmark�
(pink)� wachsen� in� der�
ersten� Woche� noch�
gleich� schnell,� verlie�
ren� dann� jedoch� an�

Proliferationsge�
schwindigkeit.� Die�
Zellen� aus� Nabel�
schnurblut� (orange)�
weisen� in� der� ersten�
Woche� eine� deutliche�

Wachstumsverzöge�
rung� auf,� welche� je�
doch� in� der� dritten�
Woche� nicht� mehr�
nachzuweisen�ist.�
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Oberflächenbehandlung�mit�5�Azacytidin�

�

Die� hMSC� wurden� für� zwei� Wochen� mit� dem� DNA� demethylierenden� Cytosin�

Analogon�5�Azacytidin�behandelt.�Im�Anschluss�wurden�die�Zellen�im�Vergleich�zu�den�

unbehandelten�Zellen�in�dreierlei�Hinsicht�untersucht,�um�die�Frage�der�Differenzie�

rung�zu�Kardiomyozyten�zu�klären.��

�

Die�Untersuchung�der�RNA�der�hMSC�mit� und�ohne�5�Azacytidin�Behandlung� sollte�

Aufschluss�über�die�Differenzierung�zu�Kardiomyozyten�ähnlichen�Zellen�bringen.�Zur�

Durchführung�der�RT�PCR�wurden�sog.�Stemness�Marker�verwendet.�Das�Ergebnis�der�

Agarose� Gel�Elektrophorese� zeigt� deutlich� hellere� Banden� bei� den� unbehandelten�

Zellen� als� bei� den� behandelten� (Abb.� 3.10).� Darüber� hinaus� verdeutlicht� das� Dia�

gramm�3.2�dieses�Ergebnis�eindrucksvoll.�

�

Die�FACS�Analyse�der�Oberflächenmarker�der�hMSC�aus�Knochenmark�und�Fettgewe�

be�mit�und�ohne�5�Azacytidin�zeigen�die�Diagramme�3.3�und�3.4.��

�

Die� Immunofärbung� des�Myocyte� enhancer� factors�2C� (MEF�2C)� und� anschließende�

Untersuchung�mit� dem�Konfokalen� Laser� Rastermikroskop� zeigt� ein� positives� Signal�

im�Kern�der�behandelten�hMSC�(Abb.�3.11�H).� Im�Vergleich�zu�einer�unbehandelten�

Zelle�kommt�dies�noch�deutlicher�zum�Vorschein�(Abb.�3.11�C).�
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Abbildung�3.10:�Gelelektrophoretische�Darstellung�der�cDNA�

von�hMSC�mit�und�ohne�5�Azacytidin�(5�Aza)�Behandlung.�Die�

behandelten� Zellen� weisen� eine� geringere� Ausprägung� der�

Stemness�Marker�auf,�was�auf�eine�Differenzierung�hinweist.�

�
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�

Diagramm� 3.2:� Quantifizierung� der� „Stemness“�Marker�Abschwächung� nach� 5�Azacytidin�

Behandlung� im� Vergleich� zur� herkömmlichen� Kultivierung� ohne� 5�Azacytidin.� Gemessen� an� der�

Helligkeitsreduktion�der�Elektrophoresebanden.�
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Diagramm� 3.3:� Veränderung� der� Oberflächenmarker� Expression� von� unbehandelten�

hMSC�aus�dem�Knochenmark�im�Vergleich�zu�mit�5�Azacytidin�behandelten.�Die�hämato�

poetischen�Marker�CD�34�und�CD�45�haben�sich�noch�weiter�reduziert,�die�Expression�der�

anderen�Marker�ist�angestiegen�(CD�44,�CD�105),�bzw.�blieb�relativ�gleich�(CD�73).�
�
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�
Diagramm� 3.4:� Veränderung� der� Oberflächenmarker� Expression� von� unbehandelten�

hMSC� aus� dem� Fettgewebe� im�Vergleich� zu�mit� 5�Azacytidin� behandelten.� Die� hämato�

poetischen�Marker�CD�34�und�CD�45�haben�sich�noch�weiter�reduziert,�die�Expression�der�

anderen�Marker�ist�angestiegen�(CD�73,�CD�105),�bzw.�blieb�relativ�gleich�(CD�44).�
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Abbildung� 3.11� A�H:� Im�
munfluoreszenzfärbung�

von� hMSC.� A�D:� hMSC�
unbehandelt;� E�H:� Zwei�
Wochen� mit� 5�Azacytidin�
behandelt.�Rot�=�humaner�
Mitochondrien� Antikör�
per;� Blau� =� Kernfärbung�
(Draq�5);� D+H� =� Überei�
nandergelegte� Bildaus�
schnitte;� Grün� =� Antikör�
per� gegen�MEF�2C:� in� (B)�
ist�kein�Signal�zu�sehen,�in�
(F)� ist� ein� sehr� deutliches�
Signal� zu� sehen.� Der� ein�
gezeichnete� Messbalken�
entspricht�jeweils�20�m.�
�
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3.2. Ko�Kultivierung� von� CD133+� Knochenmarkstammzellen� und� C2C12�

Myoblasten�der�Maus�
�

3.2.1. Reinheitsanalyse�der�CD133+�Knochenmarkstammzellen�

�

Nachdem� die� CD133+� Knochemarkstammzellen� isoliert� worden� waren,� wurden� sie�

mittels�Durchflusszytometrie� auf� ihre�Reinheit�hin�analysiert� (Abb.�3.12).�Die� Zellen�

konnten�nur�dann�verwendet�werden,�wenn�ihr�Gehalt���80%�war.�Im�Mittel�lag�der�

Reinheitsgrad�bei�87,332�+/��1,384�%.�

�
�

Abbildung�3.12:�FACS�Analyse:�

Der� obere� rechte� Quadrant�

entspricht�den�Zellen,�die�posi�

tiv� für� CD34� und� CD133� sind.�

Sie� sind� ebenfalls� positiv� für�

CD45� (ausgedrückt� durch� die�

rote� Markierung,� Festlegung�

einen� Schritt� zuvor,� nicht� an�

gezeigt).�

�

�

�

3.2.2. Mikroskopische�Betrachtung�der�Komponenten�und�der�Ko�Kultur�

�

Die�skelettale�C2C12�Myoblasten�Zelllinie�aus�der�Maus�wurde�einer�täglichen�lichtmik�

roskopischen�Begutachtung�unterzogen� (Abb.� 3.13�A).�Dabei�war�darauf� zu�achten,�

dass�sie�nicht�zu�dicht�wuchsen,�damit�sie�ihre�fibroblasten�ähnliche�Morphologie�be�

hielten.� Im�Gegensatz� zu� den�hMSC�wirken� sie� jedoch�weitaus�dicker,�was� ihre�Be�

trachtung�mit�dem�Konfokalen�Laser�Rastermikroskop�gegenüber�der�von�hMSC�ver�

einfachte�(Abb.�3.13�B+C).�

�
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�
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�
A� B� C�

�
Abbildung�3.13.�A�C:�Betrachtung�der�Mausmuskelzelllinie�C2C12�mit�dem�Lichtmikroskop�(A)�und�mit�

dem�Konfokalen�Laser�Rastermikroskop�im�Durchlichtmodus�(B)�und�mit�der�Kernfärbung�Draq�5�(C).�
�

�
Die�humanen�CD133+�Kochenmarkstammzellen�sind�nichtadhärente�Zellen�von�einem�
Durchmesser�von�ca.�10�m�(Abb.�3.14�A+B).�
�
�

A� B�

�
Abbildung�3.14�A+B:� Immunfluoreszenzaufnahme�einer�CD133+�Stammzel�
le.�(A)�Durchlichtaufnahme,�(B)�gefärbt�mit�einem�Antikörper�gegen�humane�
Zellkerne.��

�

�

Die�Ko�Kultur�wurde�ebenfalls� lichtmikroskopisch�beobachtet,�hierbei�waren� jedoch�

keine�Auffälligkeiten�bezüglich�einer�Transdifferenzierung�zu�erkennen.�
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3.2.3. RT�PCR�Analyse�mit�der�Fragestellung�der�Differenzierung�

�

Nach� 14� Tagen� der� Kultivierung� wurde� parallel� zur� Immunfluoreszenzanalyse� eine�

Analyse� auf�molekulargenetischer� Ebene� durchgeführt.� Aus� den� Zellen� der� Ko�� und�

Reinkultur,�sowie�aus�menschlichen�Herzzellen,�wurde�wie�beschrieben�die�cDNA�iso�

liert.�Die�PCR�ergab�die�folgenden�Ergebnisse�(Abb.�3.15).�
�
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Abbildung� 3.15:� Gelelektrophoretische� Darstellung� der� cDNA�
der� Ko�Kultur,� der� C2C12�Reinkultur� als� Negativkontrolle� und�
menschlichen� Herzzellen� (h� heart)� als� Positivkontrolle.� Der�
menschliche� Herzmarker�GATA�4a� zeigt� ein� zweifelhaftes� Sig�
nal.�Die�Bande�der�Ko�Kultur�bei�den�Primern�Nkx�2.5�und�Tn�T2�
hingegen�deutet�auf�eine�Differenzierung�der�Stammzellen�hin.�
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3.2.4. Immunfluoreszenzanalyse�mit�der�Fragestellung�der�Differenzierung�

�

Nach�14�Tagen�der�Kultivierung�wurden�die�Ko�Kulturen�wie�beschrieben�mit�Immun�

fluoreszenzfarbstoffen�markiert�und�mittels�eines�Konfokalen�Laser�Rastermikroskops�

angesehen.��

Die� Immunofärbung� des� Troponin� I,� ein� herzspezifisches�myofibrilläres� Protein� und�

Untereinheit� des� Troponins,� zeigt� ein� zweifelhaftes� Signal.� Sowohl� die� Färbung� der�

Ko�Kultur� (Abb.�3.16�A),�als�auch�die�Färbung�der�C2C12�Reinkultur� (Abb.�3.16�E)�of�

fenbart�ein�intrazytoplasmatisches�myofibrilläres�Färbemuster.�Beide�Kulturen�weisen�

jedoch�kein�Signal�für�menschliche�Kerne�auf�(Abb.�3.16�B+F).�

Die�Immunofärbung�des�Transkriptionsfaktors�Myocyte�Enhancer�Factor�2C�(MEF�2C)�

hingegen� zeigt� ein� positives� intranukleäres� Signal� in� der� Ko�Kultur� (Abb.� 3.17� A),�

ebenso�ist�eine�positive�Färbung�für�den�Antikörper�gegen�menschliche�Kerne�sicht�

bar�(Abb.�3.17�B).�Der�Vergleich�mit�der�C2C12�Reinkultur�als�Negativkontrolle�macht�

dies�noch�deutlicher�(Abb.�3.17�E+F).�
�
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Abbildung� 3.16� A�H:� Immunflu�
oreszenzaufnahmen� von� Ko�
Kultur�(A�D)�und�C2C12�Reinkultur�
(E�H).�Sowohl�Ko��als�auch�Rein�
kultur� zeigen� ein� positives�
intrazytoplasmatisches� Signal�
mit� der� Färbung� von�Troponin� I�
(grün).� Beide� Kulturen� zeigen�
kein� intranukleäres� Signal� mit�
der� Anti�Human� Nuclei� Färbung�
(rot).� Blau� =� Kernfärbung�Draq�
5;� D+H� =� Durchlichtaufnahmen.�
Die�eingezeichneten�Messbalken�
entsprechen�jeweils�12��m.�
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Abbildung� 3.17� A�H:� Immun�
fluoreszenzaufnahmen� von� Ko�
Kultur� (A�D)� und� C2C12� Reinkul�
tur�(E�H).�(A)�zeigt�ein�positives�
intranukleäres� Signal� für�MEF�
2C� (grün),� (B)� eines� für� Anti�
Human�Nuclei� (rot),� Zeichen�
der� Differenzierung.� Die� Nega�
tivkontrollen� zeigen� hier� kein�
Signal� (E+F).� C+G� =� Draq�5�
Kernfärbung� (blau);� D+H� =�
Durchlichtaufnahme.� Die� ein�
gezeichneten� Messbalken� ent�
sprechen�jeweils�12��m.�
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3.2.5. Ausarbeitung�einer�Positivkontrolle�

�

Zur�Ausarbeitung�einer�Positivkontrolle�wurden�neonatale�Kardiomyozyten�der�Ratte�

verwendet.�Diese�wurden�wie�beschrieben�behandelt,�um�unter�dem�Konfokalen�La�

ser�Rastermikroskop�die�Kalziumdynamik�der�Zelle�zu�betrachten.�

Die�Aneinanderreihung�der�einzelnen�Bilder,�welche�alle�657ms�aufgenommen�wor�

den�sind,�ergibt�ein�Video,�welches�zum�einen�mit�dem�Durchlichtmodus�die�Kontrak�

tionen� der� Zelle� zeigt� und� zum� anderen� die� fluoreszierenden� Kalziumbewegungen�

präsentiert� (Abb.� 3.18� A� �D).� Diese� werden� mit� einem� Graphen� noch� verdeutlicht�

(Abb.� 3.19).� Bei� einer� sichtbar� nicht� schlagenden� Zelle� sind� diese� fluoreszierenden�

Kalziumbewegungen� nicht� erkennbar� (Abb.� 3.20).� Der� dazugehörige� Graph� veran�

schaulicht� dies,� es� sind� keine� oszillierenden� Fluoreszenzintensitätsunterschiede� zu�

erkennen�(Abb.�3.21).�Die�vereinzelten�Peaks�sind�nicht�als�Kalziumbewegung�zu�deu�

ten,�was�im�Vergleich�zu�Abb.�3.21�deutlich�wird.���
�
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Abbildung� 3.18� A�D:� Bild�
ausschnitte� des� Videos�
einer�sich�kontrahierenden�
neonatalen� Rattenherzzel�
le.� (A)� und� (C)� zeigen� die�
Zelle� unter� fluoreszieren�
dem�Licht�zu�unterschiedli�
chen� Zeitpunkten.� Die�
unterschiedliche� Färbung�
verdeutlicht� die� Kalzium�
dynamik� in� der� Zelle.� (B)�
und� (D)� zeigen� dieselbe�
Zelle� als�
Durchlichtaufnahme,� hier�
ist� eine� Kontraktion� zu�
erahnen,� welche� erst� im�
Video� deutlich� wird.� Die�
eingezeichneten� Messbal�
ken�entsprechen�jeweils�15�
�m.�

�
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
Abbildung� 3.19:� Graphische� Darstellung� der� Kalziumdynamik� einer� sich� kontrahierenden�
neonatalen�Rattenherzzelle.��
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�

�
A� B�

�
Abbildung� 3.20� A+B:� Bildausschnitte� des� Videos� einer� sich� nicht�
kontrahierenden�neonatalen�Rattenherzzelle.�(A)�und�(B)�zeigen�die�
Zelle� unter� fluoreszierendem� Licht� zu� unterschiedlichen� Zeitpunk�
ten.�Die�sehr�ähnliche�Färbung�zeigt,�dass�in�dieser�Zelle�keine�deut�
lich� sichtbaren� Kalziumbewegungen� stattfinden,� wie� in� einer� sich�
kontrahierenden�Zelle�(s.�Abb.�3.15).�Die�eingezeichneten�Messbal�
ken�entsprechen�jeweils�15��m.�

�

�

�
Abbildung� 3.21:� Graphische� Darstellung� der� Kalziumdynamik� einer� sich� nicht� kontrahierenden�
neonatalen�Rattenherzzelle.��
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4 DISKUSSION�
�
Die�Stammzellforschung�in�der�Medizin�gewinnt�immer�mehr�an�Bedeutung,�wie�die�
aktuellen� bioethischen� Diskussionen� über� das� Embryonen� Schutzgesetz� zeigen65.�
Embryonale�Stammzellen�sind�zusätzlich�auf�Grund�ihres�kanzerogenen�Potentials� in�
kontroverser� Debatte66,67.� Die� weitaus� weniger� in� ethischen� Konflikten� verstrickten�
und�viel�leichter�zu�gewinnenden�adulten�Stammzellen�haben�sich�hingegen�im�The�
menbereich� der� Organregeneration� und� �restauration� vor� allem� in� der� Kardiologie�
einen�Namen�gemacht�68.�Außerdem�wird�ihnen�die�Fähigkeit�zugesprochen,�Regene�
rationsvorgänge�im�Knorpel�zu�fördern69,�sowie�die�Therapie�des�Diabetes�mellitus70,�
des�Morbus�Parkinson�71�und�der�Muskeldystrophie�vom�Typ�Duchenne�72,73�zu�unter�
stützen.�
�
In� dieser� Arbeit� wurden� Mesenchymale� Stammzellen� charakterisiert,� sowie� deren�
kardiomyozytäres� Differenzierungspotential� und� das� der� humanen� CD133+�
Knochenmarkstammzellen�im�Hinblick�auf�die�Regeneration�von�Herzgewebe�in�vitro�
untersucht.�
�
�

4.1 Charakterisierung�humaner�Mesenchymaler�Stammzellen�
�
Mesenchymale�Stammzellen� (MSC)�wurden� zum�ersten�Mal� in�den�70er� Jahren�des�
letzten� Jahrhunderts� von� der� Arbeitsgruppe� um� Friedenstein� dargestellt74.� Er� be�
schrieb� die� spindelförmigen� fibroblastoiden� MSC� als� „Colony�forming� Units�
Fibroblasts“�(CFU�Fs),�wie�sie�teilweise�noch�heute�alternativ�genannt�werden75.�
Diese�Arbeit�zeigt,�dass�die�Zellen�(1)�mit�minimalen�Komplikationen�zu�isolieren,�(2)�
einfach�zu�kultivieren,�(3)�relativ�schnell�zu�expandieren�ohne�sich�dabei�zu�differen�
zieren,�(4)�reproduzierbar�zu�charakterisieren�und�(5)�gut�zu�manipulieren�sind,�womit�
sie�sich�interessant�für�das�tissue�engineering�und�die�Zelltherapie�machen.��Dass�die�
MSC�eine�vielversprechende�Therapieoption�beim�Zustand�nach�Myokardinfarkt�bie�
ten,�zeigten�bereits�viele�Arbeitsgruppen�40,�76,�77,�78.�
�
Diese�Arbeit�beschäftigt�sich�mit�der�in�vitro�Charakterisierung�der�so�aussichtsvollen�
nicht�hämatopoetischen� Zellen.�Denn� es� ist� noch� immer� kein� eindeutiges� Kriterium�
für�die�Identifizierung�der�hMSC�gefunden�worden.�Es�gibt�noch�keinen�spezifischen�
Parameter,�wie� es� die� Expression�der�Oberflächenmarker� CD34�oder� CD133� für� die�
HSC�sind79.�HMSC�werden�bis�heute�über�ihre�Plastikadhärenz�definiert�80,30� ,� im�Ge�
gensatz�zu�den�hHSC,�die�nicht�plastik�adhärent�sind.�
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Die�FACS�Analyse�bezüglich�der�Expression�der�Oberflächenmarker�ergab�für�die�Zel�
len�der�drei�unterschiedlichen�Ursprünge�relativ�ähnliche�Ergebnisse.�Alle�drei�waren�
negativ�für�die�hämatopoetischen�Marker�CD34�und�CD45�(8�±�1,3%).�Alle�drei�waren�
positiv� für� das� �1�Integrin� CD29,� für� das� Adhäsionsmolekül� CD44,� für� den�
Stromazellmarker� CD73,� für� CD90,� welcher� auch� auf� hHSC� zu� finden� ist� und� für�
Endoglin�=�CD105,�ein�Marker�für�Endothel��und�Stromazellen.�Diese�Ergebnisse�kor�
relieren�mit�denen�anderer�Arbeitsgruppen�40,�80,�81,�82.�
�
Um�eine�Aussage�über�die�Kultivierbarkeit�und�damit�auch�spätere�klinische�Anwend�
barkeit�machen�zu�können,�wurde�das�Wachstum�der�hMSC�aus�Knochenmark,�Fett�
gewebe�und�Nabelschnurblut�verglichen.�Aus�den�Ergebnissen�(Abb.�3.5)�ist�zu�schlie�
ßen,�dass�neben�dem�oft� verwendeten�Knochenmark�das� Fettgewebe�eine�gute�Al�
ternative�zur�Stammzellgewinnung�bietet83.�Neben�der�vergleichbaren�Beschaffenheit�
der�Oberflächenantigenexpression84,85�zeigen�die�hMSC�aus�dem�Fettgewebe�auch�ein�
ähnlich�schnelles�Wachstum�und�damit�eine�entsprechend�einfache�Kultivierung.�Die�
hMSC�aus�Nabelschnurblut�weisen�hier� zu�Anfang�Defizite�auf.� In�den�ersten�2�Wo�
chen�ist�eine�deutliche�Wachstumsverzögerung�zu�sehen,�was�die�in�vitro�Kultivierung�
erschwert.� In�der�dritten�Woche�proliferieren�die�hMSC�aus�Nabelschnurblut�hinge�
gen�deutlich�schneller�als�die�Vergleichsgruppen.�
Die�gleiche�Wachstumsanalyse�wurde�ebenfalls�bei�Kultivierung� in�hypoxischer�Um�
gebung� (<5%�O2)� durchgeführt,� da� dies� vermutlich� die� physiologische�Umgebung� in�
den�Nischen�der�hMSC�ist86.�Schon�vor�15�Jahren�beschrieb�eine�Studie,�dass�Stamm�
zellen�physiologisch�in�hypoxischen�Nischen�zu�finden�waren�87�und�dass�die�Verände�
rung�des� Sauerstoffgehaltes� die�weitere� Entwicklung�beeinflusst88.�Die�Abbildungen�
3.6,�3.7�und�3.8�zeigen�im�direkten�Vergleich�das�Wachstum�der�hMSC�aus�BM,�PLA�
und�CB�in�normoxischer�und�hypoxischer�Kultivierung.�Bei�allen�Zelltypen�ist�ein�Nut�
zen�des�niedrigen�Sauerstoffgehaltes� zu�erkennen.�Beim�BM� ist�der�Vorteil�nicht� so�
deutlich�zu�erkennen�wie�beim�PLA�und�CB.�Beim�CB� ist�er�sogar�dadurch�zu�erken�
nen,�dass�in�normoxischer�Umgebung�nach�drei�Wochen�kaum�noch�Zellen�zur�Mes�
sung�da�waren,�trotz�dem�die�Kultivierung�und�Messung�immer�parallel�lief.�Daraus�ist�
zu�schließen,�dass�die�hypoxischen�Bedingungen�einen�nutzbringenden�Effekt�haben.�
2005� beschrieb� dies� eine� Arbeitsgruppe,� die� MSC� mit� dem� Gen� des� Wachs�
tumsfaktors� FGF�2� für� die� Behandlung� von�Herzinfarkt� transfizierten.�Unter� hypoxi�
schen� Bedingungen� zeigten� diese� transfizierten� Zellen� eine� bessere�Überlebensrate�
und�wiesen�zusätzlich�günstige�Effekte�bezüglich�des�Herzinfarktes�auf89.�
MSC� reagieren� sehr� sensibel� auf� ihre�Umgebung.� Im� ischämisch�geschädigten�Herz�

gewebe�herrschen�hypoxische�und�entzündliche�Bedingungen,�welche�die�MSC�beein�

flussen�39.�Verschiedene�Arbeitsgruppen�fanden�heraus,�dass�die�hypoxischen�Bedin�

gungen,�wie�sie�in�einem�„Wundmilieu“�vorherrschend�sind,�Ursache�für�eine�erhöhte�
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Produktion� an� Wachstumsfaktoren� sind,� welche� die� Zellproliferation� und� das� Zell�

überleben�antreiben.�Ein�wichtiger�Vertreter�ist�hier�der�„vascular�endothelial�growth�

factor“� (VEGF),� der� ein� Induktor� der� Angiogenese� und� Vaskulogenese� ist.� Andere�

Wachstumsfaktoren� sind� FGF�2,� HGF,� IGF�1� und� PGF90,91,92.�Mit� diesem�Anstieg� der�

Wachstumsfaktoren�ist�die�verbesserte�Proliferation�der�MSC�unter�hypoxischen�Be�

dingungen�zu�erklären.��

�
Die�Beobachtungen�in�dieser�Arbeit�und�die�anderer�Studien�lassen�zu�dem�Ergebnis�
kommen,�dass�die�MSC�aus�Nabelschnurblut�vermutlich�die�besten�der�drei�Zelltypen�
für�die�Regeneration�am�Herzen�zu�sein�scheinen.�Sie� sind�zwar� in�einer�geringeren�
Frequenz� zu� isolieren,� haben� jedoch� eine� weitaus� größere� Expansionskapazität� als�
MSC�aus�BM�und�PLA�44,93,�was�in�den�Versuchen�dieser�Arbeit�nach�3�wöchiger�Be�
obachtung� sehr� deutlich� wird.� Dies� ist� auf� die� erhöhte� Telomeraseaktivität� � und� –
länge�der�CB�MSC�zurückzuführen94.�Außerdem�weisen�sie�als�jüngste�Zellgruppe�eine�
hohe�Frequenz�an�unreifen�Stamm��und�Progenitorzellen�auf.�Desweiteren�haben�die�
CB�MSC� genau� wie� die� BM�MSC� einen� immunosuppressiven� Effekt,� was� das� Risiko�
einer�Graft�versus�Host�Erkrankung�im�Zuge�einer�Transplantation�reduzieren�kann95.�
Ein�nicht�zu�verachtender�Vorteil�der�Mesenchymalen�Stammzellen�aus�dem�Nabel�
schnurblut�ist�außerdem,�dass�sie�aus�Material�gewonnen�werden,�das�weder�künst�
lich�hergestellt�werden�muss,�noch�dem�Spender�schadet,�außerdem�kann�es�als�kry�
okonserviertes�Produkt�lange�aufbewahrt�werden.�
�
5�Azacytidin�ist�ein�chemisches�Analogon�des�Nukleosids�Cytidin�und�wird�in�der�heu�
tigen�Medizin� als� Zytostatikum� eingesetzt.� Es� wird� während� der� Replikation� in� die�
DNA�und�während�der�Transkription�in�die�RNA�eingesetzt�und�hemmt�somit�die�Me�
thyltransferasen,�was�eine�Demethylierung�zur�Folge�hat.�Dadurch�wird�die�Zellregu�
lation� beeinflusst.� Der� genaue� Wirkmechanismus� der� Differenzierung� von� MSC� zu�
kardiomyozyten�ähnlichen� Zellen� durch� 5�Azacytidin� ist� zurzeit� noch� unklar.� Man�
vermutet�jedoch�eine�Regulation�der�Expression�von�sog.�stillen�Genen96.�Die�Arbeits�
gruppe�um�Ye�analysierte�2006�die�MSC�des�Knochenmarks�von�Schweinen�und�fand�
heraus,�dass�die�Proteine,�welche�die�Zellproliferation�und�die�Differenzierung�steu�
ern,� wie� zum� Beispiel� alpha� B�crystallin,� annexin� A2� und� stathmin� 1,� vermehrt�
exprimiert�wurden97.�
Über�die�Auswirkung�von�5�Azacytidin�als�Präkonditionierung�und�zur� Induktion�von�
kardiomyogener�Differenzierung�gibt�es�in�der�Forschung�geteilte�Meinungen.�
Bereits� 1999� widmeten� sich� Arbeitsgruppen� der� Frage� über� die� Wirkung� von� 5�
Azacytidin.�Tomita�und�Mitarbeiter�behandelten�MSC�aus�dem�Knochenmark�der�Rat�
te�für�24Std.�mit�10�mol/L�5�Azacytidin�und�untersuchten�diese�Zellen�in�vitro�und�in�
vivo.�Die�in�vitro�Charakterisierung�ergab�ein�positives�Signal�für�Troponin�I�und�für�die�
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Myosinschwerketten� in�den�behandelten�Zellen�im�Gegensatz�zu�den�unbehandelten�
Zellen.�Dies�war�ein�Beweis�dafür,�dass�die�Zellen�in�herz�ähnliche�Muskelzellen�diffe�
renziert�sind.�Durch�die�autologe�Transplantation�der�präkonditionierten�Ratten�MSC�
in�die�Narbe�eines�zuvor�induzierten�Herzinfarktes�wurde�die�Kontraktion�des�Herzen�
verbessert�und�die�Angiogenese�wurde�angeregt22.�Vergleichbare�Ergebnisse�erzielte�
die�Forschungsgruppe�um�Makino�im�selben�Jahr.�In�vitro�Beobachtungen�ergaben�bei�
30%�der�mit�5�Azacytidin�behandelten�Zellen�morphologische�Veränderungen.�Nach�
zwei�Wochen�waren�spontane�Kontraktionen�zu�sehen,�welche�eine�weitere�Woche�
später� sogar� synchron� waren.� Immunhistochemisch� und� elektronenmikroskopisch�
ließen� sich�ebenso�Anzeichen� für�eine�Differenzierung� in�Kardiomyozyten�ähnlichen�
Zellen�nachweisen98.�In�den�folgenden�Jahren�belegten�noch�weitere�Arbeitsgruppen�
diesen�Effekt�des�Cytidin�Analogons99,100.��
Die�Ergebnisse�dieser�Arbeit�unterstreichen�die�Resultate�der�genannten�Arbeitsgrup�
pen�zum�Teil.�Beweisen�soll�das�die�molekulargenetische�Untersuchung�mit�den�sog.�
„Stemness“� Markern.� Dies� sind�Marker,� welche� für� den� undifferenzierten� Zustand,�
also�für�die�Aufrechterhaltung�der�Pluripotenz�stehen.�Die�wichtigsten�Vertreter,�die�
sich� zum� Teil� gegenseitig� beeinflussen,� sind� Oct�4� (Pou5fl)� und� Nanog,� welches�
intrinsiche� Transkriptionsfaktoren� sind,�Wnt�3� und�Rex�1� (Zfp�42)� 101,102.� In� der�Gel�
elektrophoretischen�Darstellung�der�cDNA�von�MSC�aus�BM�und�PLA�mit�und�ohne�5�
Azacytidin� Behandlung� (Abb.� 3.10� und� Diagramm� 3.2)� wird� deutlich,� dass� die�
„Stemness“�Marker�bei� den�präkonditionierten�MSC�eine� geringere�Ausprägung�ha�
ben.�Daraus�lässt�sich�ableiten,�dass�sie�an�Pluripotenz�verloren�und�sich�differenziert�
haben.�
Auch�die�Expression�der�Oberflächenmarker�der�mit�5�Azacytidin�behandelten�hMSC�
und�der�ohne�Behandlung�wurde�verglichen.�Die�hämatopoetischen�Marker�CD34�und�
CD45,�die�bei�den�unbehandelten�Zellen�schon� in�sehr�geringer�Zahl�vorhanden�wa�
ren,�haben�sich�sowohl�bei�den�Zellen�aus�BM�als�auch�bei�denen�aus�PLA�noch�weiter�
verringert,�was�auf�eine�Entwicklung�hindeutet�40.�Auffällig� ist� in�beiden�Proben,�BM�
und� PLA,� der� Anstieg� des�Markers� CD105.� CD105� =� SH3� oder� Endoglin� ist� auf� der�
Oberfläche�von�Endothelzellen� zu� finden�und� ist� verantwortlich� für�die�Entwicklung�
des� Kardiovaskulären� Systems� und� für� die� Gefäßneubildung.� Seine� Expression� ist�
durch� die� Entwicklung� des� Herzens� gesteuert� und� durch� sein� Fehlen� kommt� es� zu�
kardiovaskulären� Anomalien103.� Eine� erhöhte� Expression� spricht� demnach� für� eine�
Entwicklung�in�Richtung�einer�Endothelzelle.��
Ein�weiterer� Hinweis� auf�mögliche� Differenzierung� bietet� die� Immunfluoreszenzfär�
bung.�Die�Färbung�des�frühen�Transkriptionsfaktors�im�Herzen�MEF�2C�erbrachte�ein�
positives�intranukleäres�Signal�unter�dem�Konfokalen�Laser�Rastermikroskop,�welches�
in�den�unbehandelten�Zellen�nicht�nachzuweisen�war.�Dieses�Resultat�deutet�auf�eine�
kardiomyozytäre�Differenzierung�der�hMSC�hin.�
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Zusammenfassend�sei� gesagt,�dass�die�Wirkung�des�5�Azacytidins�und�das�Differen�
zierungspotential�der�hMSC�umstritten�bleiben.�Einige�Arbeitsgruppen�weisen�diese�
Differenzierbarkeit�nicht�nach,�obwohl� sie� vergleichbare�Versuchspläne�haben104,105.�
Außerdem�bleibt�zu�klären,�ob�die�parakrinen�Effekte�der�Behandlung�nicht�wichtiger�
für� die� funktionelle� Erholung� des� infarzierten�Herzens� sind� als� die� Transdifferenzie�
rung�der�Stammzellen.�
Die� Anwendung� des� 5�Azacytidins� ist� definitiv� nicht� eindeutig� zu� bewerten,� da� die�
Diskrepanz�der�Forschungsergebnisse�bis�jetzt�nicht�erklärbar�ist.�Es�sei�nicht�zu�ver�
gessen,�dass�5�Azacytidin� in�der�heutigen�medizinischen�Anwendung�ein�systemisch�
wirkendes�Zytostatikum�ist�und�erhebliche�Nebenwirkungen�auf�die�Stammzellen�im�
Körper�hat.��
�
�

4.2 Differenzierungsmöglichkeiten�CD133+�Knochenmarkstammzellen�
�
Schon�1999�wurde�von�Tomita�und�Mitarbeitern� in�einem�Tiermodell�die�Verbesse�
rung� der� Herzpumpfunktion� durch� intramyokardiale� Injektion� von� autologen� Kno�
chenmarkstammzellen� bewiesen� 22.� Die� Arbeitsgruppe� um� Orlic� konnte� außerdem�
zeigen,� dass� die� Injektion� von� c�kit+�Knochenmarkstammzellen� in� die� Randzone� des�
noch�vitalen�Infarktgebiets�der�Maus�nach�9�Tagen�zu�einer�Verbesserung�der�Rege�
neration�des�infarzierten�Myokards�führte106,107.�
2002�wurde�der�erste�Bericht� von�der�Arbeitsgruppe�um�Strauer�veröffentlicht,�der�
eine� intrakoronare� Stammzelltransplantation� am�Menschen� beschreibt108.� Autologe�
mononukleäre� Knochenmarkszellen� wurden� während� einer� Ballondilatation� (PTCA,�
engl.�=�percutaneous�transluminal�coronary�angioplasty)�10�Patienten,�die�einen�aku�
ten�Myokardinfarkt� hatten,� injiziert.� Die� Vergleichsgruppe� erhielt� das� Standardpro�
gramm�(PTCA)�ohne�Zellinjektion.�Nach�3�Monaten�wies�die�Gruppe�mit�der�Zellthe�
rapie� eine� signifikante� Verkleinerung� der� Infarktnarbe� auf.� Außerdem� zeigten� diese�
Patienten�ein�vermehrtes� linksventrikuläres�end�systolisches�Volumen�und�eine�ver�
besserte�Kontraktilität.��
Stamm�und�Mitarbeiter�konzentrieren�sich�auf�die�autologe�Transplantation�von�se�
lektiven� CD133�positiven� adulten� Knochenmarkstammzellen.� Sie� injizierten� diese� in�
die�Infarktrandzone�von�6�Patienten�mit�länger�zurück�liegendem�Myokardinfarkt�im�
Zuge�einer�Bypassoperation.�Drei� bis� neun�Monate�nach�der�Operation�wiesen� vier�
Patienten�eine�verbesserte�linksventrikuläre�Funktion�auf,�bei�fünf�Patienten�war�die�
Durchblutung�des�infarzierten�Gewebes�deutlich�verbessert.�Dies�lässt�darauf�schlie�
ßen,�dass�die�Implantation�von�CD133+�Stammzellen�eine�Induktion�der�Angiogenese�
und�eine�Verbesserung�der� Infarktperfusion�zur�Folge�hat46.�Eine�weitere�Arbeit�aus�
dem� Jahr� 2005� beweist� den� vorteilhaften� Effekt� der� intrakoronaren� Injektion� von�
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CD133+� Stammzellen� bei� Patienten�mit� kürzlich� erfahrenem�Herzinfarkt109.� Sie� fasst�
die� Ergebnisse� wie� folgt� zusammen:� (1)� Die� Injektion� von� CD133+� Stammzellen� ist�
möglich;� (2)�Kein�Auftreten�von�ventrikulären�Arrhythmien,�wie�es�bei�der� Injektion�
von�Skelettmyoblasten� ins�Myokard�wegen� fehlender�Ausbildung�von�Gap� junctions�
in�der�Vergangenheit�der�Fall�war�110,111;��(3)�Die�CD133+�Injektion�trägt�zur�funktionel�
len�Erholung�nach�Herzinfarkt�bei.�
�
Der�günstige�Einfluss� von�Stammzellen�auf�das�durch�einen�Herzinfarkt�geschädigte�
Myokard�scheint�damit�nahezu�bewiesen.�Es�stellt�sich�nun�mehr�die�Frage�nach�dem�
genauen�nutzbringenden�Mechanismus,�welcher�durch�die�in�vitro�Experimente�vieler�
Arbeitsgruppen�geklärt�werden�soll.�
�
Adulte�Stammzellen�können�im�Gegensatz�zu�embryonalen�Stammzellen�in�vitro�nicht�
spontan�in�Kardiomyozyten�differenzieren,�sie�benötigen�eine�chemische�oder�biolo�
gische�Induktion�ihrer�Umgebung.�
Condorelli�und�Mitarbeiter�beschrieben�erstmals�2001�das�Modell�der�Ko�Kultur�mit�
neonatalen�Rattenkardiomyozyten�112.�Sie�kultivierten�diese�Zellen�mit�Endothelzellen�
der� fötalen� Aorta� der� Maus.� Sie� beobachteten� hierbei� eine� Differenzierung� zu�
Kardiomyozyten�bei�bis� zu�10%.�Was�sich�durch�die�Kontraktion�der�Herzzellen�und�
den�Nachweis�von�Herzmarker�beweisen�lies.�Humane�endotheliale�Progenitorzellen�
(EPC)�aus�peripherem�Blut�wurden�in�einer�anderen�Studie�mit�Rattenkardiomyozyten�
ko�kultiviert�113.�Mit�Hilfe�des�Zell�Zell�Kontaktes�durch�Gap�junction�Kommunikation,�
jedoch�ohne�Zellfusion,�wiesen�die�EPC�nach�sechs�Tagen�phänotypische�und�funktio�
nelle�Eigenschaften�von�Kardiomyozyten�auf.�Desgleichen�bewies�diese�Arbeitsgruppe�
das� Transdifferenzierungspotential� von� CD34+�Stammzellen� in� einer� vergleichbaren�
Ko�Kultur.�
�
In� dieser� Arbeit� wurden� humane� CD133+�Stammzellen� mit� einer� stabilen�
Skelettmyoblastenzelllinie� der� Maus� (C2C12)� ko�kultiviert.� Die� CD133

+�Stammzellen�
sind� eine� Subpopulation� der� CD34+�Stammzellen,� welchen� kardioprotektive� Eigen�
schaften�nachgesagt�werden�23.�Mehr�als�80%�der�CD34+�sind�auch�CD133�positiv.�Das�
Genexpressionsprofil�der�beiden�Stammzellenpopulationen�CD34+und�CD133+�deutet�
an,� dass� CD133+� die� unreiferen� Stammzellen� sind� und� somit� geeigneter� für� die�
Stammzellexpansion� und� Gentherapie� scheinen114.� Skelettmyoblasten� gelten� eben�
falls� als� potentielle�Myokardregeneratoren,�wie� Studien� an� anderen� Spezies� zeigen�
16,115,15,116.�Obgleich�die�Myoblasten�von�der�Skelettmuskulatur�stammen,�haben�Stu�
dien�bewiesen,�dass�sie�in�der�Lage�sind,�Glanzstreifen�(Disci�intercalati)�im�Herzen�zu�
bilden�und�eine� lose�Verbindung� zum�übrigen�Herzmuskelgewebe�einzugehen117,118.�
Klinische�Arbeiten�haben�dies�bewiesen119.�Hierbei� gibt�es� jedoch�Probleme,�da� ge�
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häuft�ventrikuläre�Rhythmusstörungen�aufgetreten�sind.�Es��wird�empfohlen,�die�Im�
plantation�von�Skelettmyoblasten�nur�unter�dem�Schutz�eines�AICD�(=�automatischer�
implantierter�Cardioverter/Defibrillator)�durchzuführen.�
Die�Ko�Kultur�wurde�nach�14�Tagen� immunhistologisch�untersucht.�Die�Färbung�des�
Transkriptionsfaktors� MEF�2C,� welcher� ein� früher� Marker� ist,� zeigte� ein� positives�
intranukleäres� Signal� (Abb.� 3.11� A).� Diese� Zelle� zeigt� ebenfalls� ein� positives�
intranukleäres�Signal�für�den�humanen�Antikörper�auf�(Abb.�3.11�B),�was�ein�Hinweis�
für� die� Transdifferenzierung� der� CD133�positiven� Stammzelle� in� eine� Kardiomyozy�
ten�ähnliche�Zelle�ist.�Wie�auch�schon�in�anderen�Studien�belegt�120,�ist�die�Zellfusion�
hier� nicht� der� ausschlaggebende� Mechanismus,� was� gegen� die� Auffassung� der� Ar�
beitsgruppe�um�Reinecke�spricht,�welche�C2C12�als�von�Natur�aus�„fusigen“�bezeichnet�
und� sich� für� eine� Fusion� der� Zellen� bei� einer� Ko�Kultur� ausspricht� 121.� Die� C2C12�
Reinkultur�als�Negativkontrolle�demonstriert,�dass�hier�keine�Spontandifferenzierung�
vorliegt�(Abb.�3.11�E+F).��
Die� Immunofärbung�des�Troponin� I,� das�ein� später�Marker� ist,� zeigte� sowohl� in�der�
Reinkultur� als� auch� in�der�Ko�Kultur� ein�positives� Signal,� eine�Kernfärbung�mit� dem�
menschlichen�Antikörper�fehlte� in�beiden�Kulturen.�Dies� lässt�darauf�schließen,�dass�
es�sich�hierbei�nicht�um�eine�differenzierte�Zelle�handelt,�sondern�wahrscheinlich�um�
eine�veränderte�Skelettmyoblastenzelle�der�Maus.�Da�Troponin�in�allen�Muskelzellen�
zu�finden�ist,�scheint�der�Antikörper�nicht�spezifisch�zu�sein.��
Die� Analyse� auf�molekulargenetischer� Ebene�mittels� RT�PCR� zeigt� vergleichbare� Er�
gebnisse�(Abb.�3.12),�was�schon�bei�der�Gegenüberstellung�der�spezifischen�Glycerin�
aldehyd�3�phosphat�Dehydrogenasen� (GAPDH)�deutlich�wird.�Die�Ko�Kultur� zeigt� ei�
nen�geringen�aber�sichtbaren�Anteil�menschlicher�Zellen�(hGAPDH)�und�einen�deutli�
chen�Anteil�der�Zellen�der�Maus�(mrGAPDH).�Dies� ist�zum�einen�auf�das�Mischungs�
verhältnis�der�Zellen�zu�Beginn�zurückzuführen,�zum�anderen�auf�die�hohe�Prolifera�
tionsrate�der�Myoblasten.�Außerdem�spiegelt�es�die�Tatsache�wider,�dass�der�größte�
Anteil� der� Zellen� nicht�differenzierte� Zellen� sind.� Der� menschliche� Herzmarker�
hGATA�4a,� welcher� sich� früh� in� der� Kardiomyogenese� entwickelt,� zeigt� ein� sehr�
schwaches,� also� zweifelhaftes� Signal.� In� dieser� Probe� scheinen� sehr�wenige,� bis� gar�
keine�Zellen�differenziert�zu�sein.�hNkx�2.5�ist�ebenfalls�ein�früher�Herzmarker.�Dieser�
zeigt�eine�positive�Bande,�ebenso�wie�das�Troponin�T2.�Dies� sind�Hinweise�auf�eine�
Transdifferenzierung�der�humanen�CD133+�Knochenmarkstammzellen�zu�Kardiomyo�
zyten�ähnlichen�Zellen.��
Das� Live�Cell�Imaging� neonataler� Kardiomyozyten�wurde� zum� Zwecke� einer� Positiv�
kontrolle�für�die�Ko�Kultur�erstellt.�Man�kann�mit�ihr�die�Unterschiede�einer�sich�kon�
trahierenden�Zelle�gegenüber�einer�nicht�kontrahierenden�Zelle�klar�sichtbar�machen.�
Da� sich� die� Zellen� der� Kultur� jedoch� nicht� kontrahiert� haben,� ist� dieses� Verfahren�
nicht�zum�Einsatz�gekommen.�
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Dass� der�Großteil� der� Ko�Kultur�Versuche� keine� Zeichen� der�Differenzierung� zeigte,�
wirft�die�Frage�auf,�ob�eine�Transdifferenzierung�überhaupt�möglich�ist.�Diese�Frage�
stellung� ist�noch� immer�Thema�heftiger�Diskussionen.�So�publizierten�2004�zwei�Ar�
beitsgruppen�in�der�britischen�Fachzeitschrift�„Nature“,�dass�hämatopoetische�Zellen�
nicht�in�der�Lage�sind,�zu�Muskelzellen�zu�differenzieren�15,122.�Die�Arbeitsgruppe�um�
Balsam�beschrieb� einen� vergleichbaren�Versuch,�wie� es�Orlic� und�Mitarbeiter� 2001�
taten,� in�welchem�sie�behaupteten,�dass�Stammzellen�zu�einem�kleinen�Prozentsatz�
„de�novo�Myokardium“� erzeugen� können� 106.� Balsams� Forschergruppe� fand� jedoch�
heraus,� dass� sich� adulte� Knochenmarkstammzellen� keineswegs� transdifferenzieren,�
sondern� lediglich� ihren� traditionellen� hämatopoetischen� Differenzierungsweg� ein�
schlagen� und� zur� Potenzierung� der� angiogenetischen� Aktivität� beitragen.� Zusätzlich�
ergaben�die�Studien,�dass�nach�30�Tagen�nur�noch�0,2�±�0,2%�der�injizierten�Stamm�
zellen�nachzuweisen�waren122.�
�
Zusammenfassend� ist� folglich� festzuhalten,�dass�die�verbesserte�myokardiale�Pump�
funktion�scheinbar�zu�einem�kleineren�Anteil�auf�die�de�novo�Genese�durch�kardio�
myozytäre�Differenzierung�der�Knochenmarkstammzellen�zurückzuführen�ist.�
Ein� weiterer� Ansatz� zur� Erläuterung� des� günstigen� Effekts� der� HSC� ist� auf� das�
endotheliale�Differenzierungspotential�dieser�Zellen�zurückzuführen.�Die�CD133+�und�
CD34+� Knochenmarkstammzellen� sind� als� Vorläufer� von� Endothelialen�
Progenitorzellen�(EPC)�identifiziert�worden�und�können�in�vitro�zu�endothelialen�Zel�
len� differenzieren,� indem� sie� mit� dem� Wachstumsfaktor� VEGF� stimuliert� werden�
123,124,125.� In�vivo� induziert�die�Hypoxie�die�vermehrte�Ausschüttung�der�Wachstums�
faktoren.� Die� Vaskulogenese� der� EPC� beginnt�mit� der�Mobilisierung� aus� dem� Kno�
chenmark�und�der�Chemotaxis.�Die�zirkulierenden�EPC�werden�dann�durch�die�erhöh�
ten� Wachstumsfaktoren� wie� VEGF� und� SDF�1� („stromal�cell� derived� factor�1“)�
attrahiert�126,127,128,129,130.�Darauf�folgen�die�Adhäsion,�die�transendotheliale�Migration�
und�die�Invasion�in�das�ischämische�Gewebe.�Dort�proliferieren�und�differenzieren�die�
Zellen,�die�über�ähnliche�Funktion�wie�embryonale�Angioblasten�verfügen.�
Es�bleibt� also�weiterhin� zu�untersuchen,�ob�der�nutzbringende�Effekt� für�das� ischä�
misch� geschädigte�Myokard� dem� vaskulogenetischen� und� angiogenetischen� 23� oder�
dem�myokardialen� Potential� zu� verdanken� ist� oder� ob� andere� pathophysiologische�
Mechanismen�Grund� für� die� positiven� Resultate� bei� der� klinischen� Behandlung�mit�
Knochenmarkstammzellen�sind.�
�
Abschließend�ist�zu�sagen,�dass�es�zweifelsfrei�überzeugende�Beweise�gibt,�die�für�das�
Potential� adulter� humaner� Stammzellen� sprechen,� Myokard� zu� regenerieren,� Neo�
vaskularisation�zu�induzieren�und�die�Funktion�des�Herzen�zu�verbessern.�Die�Frage,�
welche�der�Stammzellen�die�optimale�Zellpopulation�für�die�regenerative�Medizin�ist�
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oder� ob� es� sogar� die� Kombination� aus� zwei� Zelltypen� ist� 131,� bleibt� noch� zu� klären.�
Festzuhalten� ist,� dass� diese� Stammzellen� ein� kardiomyozytäres� Potential� besitzen,�
welches�unter�Umständen�hinsichtlich�einer�Präkonditionierung�nützlich�sein�könnte.�
Die�Kardiomyozytogenese�Kette�kann�durch�spezielle�Faktoren�induziert�werden,�spe�
zifischer�als�die�Behandlung�mit�5�Azacytidine.�Ein�aktueller�Marker�der�kardiozytären�
Morphogenese� ist�MesP1,�welcher� aktuell� von�der� Forschungsgruppe�um�Franz�un�
tersucht�wird132.�MesP1�spielt�eine�Schlüsselrolle�in�der�frühen�kardiovaskulären�De�
terminierung.� Eine� Überexpression� diesen� Transkriptionsfaktors� könnte� die� adulten�
Stammzellen� somit� in� ihrem� kardiomyozytären� Differenzierungsweg� beeinflussen.���
Zukünftige�Forschungen�müssen�außerdem�die�bestmögliche�Zellanzahl�und�den�idea�
len� Applikationsweg� herausfinden,� bis� sich� die� Stammzelltherapie� in� der� klinischen�
Medizin�endgültig�etablieren�kann.�
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5 ZUSAMMENFASSUNG�

�
Der�akute�Myokardinfarkt�und�seine�Folgen�stellen�nach�wie�vor�die�häufigste�Todesursa�
che� in�den�westlichen� Industrienationen�dar.�Die�Stammzelltherapie�rückt�dabei� immer�
näher� in� das� Spektrum� der� interessanten� und� sinnvollen� Therapiemethoden,� da� ihre�
nutzbringende�Wirkung�bereits�bewiesen�ist.�
Im�Rahmen�dieser�Arbeit�wurden�die�pathophysiologischen�Mechanismen�des�aussichts�
reichen�Effekts�der�Stammzelltherapie�im�Bereich�der�Myokardregeneration� in�vitro�un�
tersucht.�
Humane�extrakardiale�Mesenchymale� Stammzellen� (hMSC)�aus�Nabelschnurblut�haben�
sich� in� verschiedenen�Wachstumsvergleichen�als� besser� im�Gegensatz� zu� den�MSC�aus�
Knochenmark�und�Fettgewebe�herausgestellt.�Das�kardiomyozytäre�Differenzierungspo�
tential�der�hMSC�wurde�nach�einer�zweiwöchigen�5�Azacytidin�Behandlung�der�Zellen�auf�
zwei� Ebenen� nachgewiesen.� Auf� Proteinebene� bewies� die� Expression� des�
kardiomyozytären�Transkriptionsfaktors�MEF�2C� in�der�behandelten�Zellkultur�Verände�
rungen.�Auf�genetischer�Ebene�wurde�bei�den�behandelten�Zellen�eine�schwächere�Aus�
prägung� der� sog.� Stemnessmarker,� wie� z.B.�Nanog� oder� Rex�1� nachgewiesen,� was� für�
eine�Abnahme�der�Pluripotenz�und�somit� für�eine�Differenzierung�spricht.�Eine�Beweis�
führung�auf�funktioneller�Ebene�muss�in�weiteren�Studien�erfolgen.�Die�Frage�bleibt�den�
noch,�ob�die�positiven�Effekte�auf�das�verletzte�Myokard�auf�die�Differenzierung�oder�auf�
andere�parakrine�Effekte�zurückzuführen�sind.��
Humane�Knochenmarkstammzellen,�welche�das�Oberflächenantigen�CD133�tragen,�wur�
den� im� Zuge� einer� zweiwöchigen� Ko�Kultivierung�mit�Maus�Skelett�Myoblasten� (C2C12)�
auf� ihre� Transdifferenzierung� in� kardiomyozyten�ähnlichen� Zellen� untersucht.� Hierbei�
wurden� zum� ersten� Mal� für� CD133�positive� Knochenmarkstammzellen� nachgewiesen,�
dass�sie�in�einer�Ko�Kultur�mit�Maus�Skelett�Myoblasten�human�spezifische�Herz�Marker�
ausbilden,�was�auf�eine�kardiomyozytäre�Differenzierung�hinweist.�Die�Ergebnisse�basie�
ren�sowohl�auf�Gen��als�auch�auf�Proteinexpression�in�einer�bis� jetzt�noch�relativ�gerin�
gen�Quantität.� Der� Aspekt� der� Fusion�wurde� hierbei� durch� eine�Doppelfärbung� ausge�
schlossen.�
Sowohl� Mesenchymale� Stammzellen� als� auch� Knochenmarkstammzellen� weisen� trotz�
ihrer� unterschiedlichen�Charakteristika� beide� ein� kardiomyozytäres�Differenzierungspo�
tential�auf,�was�mit�der�Expression�von�verschiedenen�Herz�spezifischen�Genen�und�Pro�
teinen�nach�gewiesen�wurde.�Ausgehend�davon�ist�die�funktionelle�Integration�ins�Myo�
kard�in�weiteren�Untersuchungen�zu�überprüfen.�
Wenn�die�Quantität�der�kardiomyozytären�Differenzierung�dieser�extrakardialen�adulten�
Stammzellen� zusätzlich� zu� den� parakrinen� Effekten� und� dem�
angiogenetisch/vaskulogenetischen�Potential�der�Zellen�erhöht�wird,�so�kann�eine�weite�
re�Nutzbarkeit�für�die�regenerative�Therapie� in�Aussicht�gestellt�werden�und�das�thera�
peutische�Spektrum�auf�dem�Gebiet�erweitert�werden.�
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Thesen�

�

1. Erkrankungen� des� Herzkreislaufsystems� mit� sich� oftmals� entwickelnder�
Herzinsuffizienz� nach� stattgefundenem� Myokardinfarkt� stellen� die� häufigste�
Todesursache�in�den�westlichen�Industrienationen�dar.��

�
2. Stammzellen� haben� ein� hohes� therapeutisches� Potential� zur�Wiederherstellung�

von�Gewebe��und�Organfunktionen.�
�

�
Das� Potential� der� Stammzelle.� Modifiziert� nach� [Tögel� F.,� Westenfelder� C.;� „Adult� bone� marrow�

derived�stem�cells�for�organ�regeneration�and�repair.”;�Dev�Dyn.�2007�Dec;236(12):3321�31.�Review.]�
�
�

3. Im� Rahmen� dieser� Arbeit� wurden� adulte� extrakardiale� Stammzellen� in� vitro�
charakterisiert� und� modifiziert,� um� ihr� Potential� zur� kardiomyozytären�
Differenzierung�aufzudecken.�
�
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�
�
�
�



�
4. Charakteristika� der� humanen� Mesenchymalen� Stammzellen� sind� adhärentes�

Zellwachstum�und� fibroblastoide�Morphologie�auf�der�Basis�einer� inhomogenen�
Stammzellpopulation.�Sie�sind�negativ�für�CD34�und�CD45.�

5. Das� kardiomyozytäre� Differenzierungspotential� auf� der� Basis� von� MEF�2C�
Proteinexpression�von�hMSC�aus�dem�Knochenmark�wurde�mittels�5�Azacytidine��
Behandlung�nachgewiesen.�

6. Charakteristika� selektierter� humaner� CD133� positiver� hämatopoetischer�
Stammzellen�sind�nicht�adhärentes�Wachstum�und�Positivität�für�CD34�und�CD45.�

7. Die� kardiomyozytäre� Differenzierung� der� CD133+� �� HSC� wurde� in� einer� Ko�
Kultivierung� mit� Maus�Myoblasten� mit� den� Techniken� der� RT�PCR� (GATA�4,�
NKX2.5)�und�der�Immunofärbung�(MEF�2C)�nachgewiesen.�

8. Die�Ergebnisse�dieser�Arbeit�unterstreichen�die�These,�dass�extrakardiale�adulte�
Stammzellen�kardiomyozytäres�Differenzierungspotential�aufweisen.�

9. Die� Forschungsergebnisse� der� Gegenwart� zeigen� jedoch,� dass� das�
kardiomyozytäre� Transdifferenzierungspotential� nicht� der� Haupteffekt� der��
Stammzelltherapie�mit�extrakardialen�MSC�und�HSC�bei�kardialer�Ischämie�zu�sein�
scheint.� Dies� wird� hauptsächlich� parakrinen� Effekten� und� dem�
angiogenetisch/vaskulogenetischen�Potential�dieser�Zellen�zugesprochen.�

10. �Die� kardiomyoztäre� Differenzierungsinduktion� von� extrakardialen� adulten�
Stammzellen� ist� ein� realistischer� Ansatz� zur� Weiterentwicklung� der� kardialen�
Stammzelltherapie.�


