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Abkürzungsverzeichnis 

A.      Arteria 

Abb.   Abbildung 

AK  Antikörper 

ANOVA Analysis of variance (Varianzanalyse) 

ASZ  Adulte Stammzelle  

CD   Cluster of differentiation (Unterscheidungsgruppen) 

CFSE   Carboxyfluorescein diacetat succinimidyl ester 

DAPI   4′,6-Diamidin-2-phenylindol  

DMEM   Dulbecco's modified Eagle Medium 

eNOS   Endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase 

ESZ  Embryonale Stammzelle 

EPC   Endothelial progenitor cell (Endotheliale Vorläuferzelle) 

FACS   Fluorescence activated cell sorting 

FITC  Fluorescein isothiocyanate  

FSC  Forward light scatter (Vorwärtsstreulicht) 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase  

HPF  High power field (Hauptgesichtsfeld) 

HMGB-1  High mobility group box protein-1 

HSZ  Hämatopoetische Stammzelle 

ICAM-1  Inter-cellular adhesion molecule-1 

IFM   Intravitale Fluoreszenzmikroskopie 

IVM  Intravitale Mikroskopie 

M.  Musculus 

MACS   Magnetic activated cell sorting 

min  Minute 
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MSC   Mesenchymal stroma cell (Mesenchymale Stromazelle) 

NaCl   Natriumchlorid 

NO   Nitric oxide (Stickstoffmonoxid) 

OD  Optische Dichte 

PCR    Polymerase chain reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion) 

PBS   Phosphate-buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlösung) 

PE  Phycoerythrin 

PFA  Paraformaldehyd  

RAGE  Receptor for advanced glycation end products 

RT   Raumtemperatur 

rt-PCR  real-time PCR (Echtzeit-PCR) 

SSC  Side scatter (Seitwärtsstreulicht)  

SDF-1 α  Stromal cell derived factor-1 α  

SVEC  Simian virus endothel cells  

SZ   Stammzelle  

Tab.  Tabelle 

TLR  Toll-like-Rezeptor 

TLR-2 (-/-)  Toll-like-Rezeptor 2 knockout 

TLR-4 (-/-)  Toll-like-Rezeptor 4 knockout  

TNF-α   Tumor Nekrose Faktor - α  

VCAM-1  Vascular cell adhesion molecule-1 

WSR  Wall shear rate (segmentaler Blutvolumenfluss) 

WT   Wildtyp 
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1.   Einleitung 

1.1    Einführung 

In Deutschland wurden im Jahr 2010  41% aller Todesfälle durch Herzinfarkte oder 

andere Herz-Kreislauf-Erkrankungen verursacht.1  

Obwohl sich die Mortalität kardiovaskulärer Erkrankungen in den meisten 

Industrieländern während der letzten Jahre rückläufig verhält, nehmen Inzidenz und 

Prävalenz der Herzinsuffizienz ständig zu  [1]. In Europa leiden schätzungsweise 15 

Millionen Menschen an einer chronischen Herzmuskelschwäche und es ist davon 

auszugehen, dass die Herzinsuffizienz zu einem der führenden Krankheitsbilder dieses 

Jahrhunderts wird [2]. 

Das endogene mitotische Potential von Kardiomyozyten geht postnatal größtenteils 

verloren. Daher ist eine direkte Schädigung der Herzmuskelzellen praktisch irreversibel, 

da ein adäquater Reparaturmechanismus fehlt. [3]. Die durch einen Herzinfarkt 

zugrunde gegangenen Zellen werden durch fibrotisches Gewebe ersetzt. Erreicht die so 

entstandene Narbe ein gewisses Ausmaß, führt sie zu einer Beeinträchtigung der 

Pumpleistung des Herzens und schließlich zu einer Herzinsuffizienz [4]. 

Aktuell besteht die Therapie der Herzinsuffizienz in dem Bemühen, das Fortschreiten 

derselben medikamentös zu verhindern oder zumindest zu verlangsamen. Die letzte 

therapeutische Möglichkeit im terminalen Stadium besteht oft in einer allogenen 

Herztransplantation. Dieser Eingriff ist allerdings mit schwerwiegenden 

Nebenwirkungen aufgrund der notwendigen immunsuppressiven Therapie und der 

Gefahr einer Host-versus-Graft-Disease verbunden. 

Als neuer regenerativer Therapieansatz zur Behandlung der chronischen 

Herzinsuffizienz, hat der therapeutische Einsatz von Stammzellen (SZ) immer mehr an 

Bedeutung gewonnen. 

 

 

  

 

                                                 
1 Pressemitteilung Nr.354 vom 23.09.2011, Bundesamt für Statistik 2011 
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Stammzellen 

Stammzellen zeichnen sich durch zwei besondere Eigenschaften aus: Sie können sich 

durch Zellteilung selbstständig erneuern und sie besitzen die Fähigkeit, sich bei Bedarf 

in reifere Nachkommen zu differenzieren. Je nach Art der Stammzellen haben sie das 

Potential, sich in jegliches Gewebe zu entwickeln. Durch asymmetrische Zellteilung 

entsteht einerseits eine weitere Stammzelle, andererseits eine determinierte 

Progenitorzelle (Vorläuferzelle). Diese kann sich über mehrere Teilungen in eine reife 

Zelle ausdifferenzieren. (Abb. 1).  

Im menschlichen Körper sind Stammzellen in einer Vielzahl von Organen und 

Geweben an Umbau- und Regenerationsprozessen beteiligt [5]. Hierbei können sie in 

verschiedene Gruppen unterteilt werden, wie z.B. in embryonalen und adulten 

Stammzellen. 

 

 

 

 

 

Abbildung 1: Stammzellteilung 
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Pluripotente embryonale Stammzellen (ESZ) können zu Zellen des Endoderms, 

Ektoderms, Mesoderms und der Keimbahn differenzieren. Somit sind sie theoretisch 

eine hervorragende Quelle für die Regeneration von Myokardgewebe. Der Einsatz von 

ESZ ist aber besonders durch ethische Bedenken limitiert. Daneben besteht auch eine 

potentiell immunogene und arrhythmogene Wirkung [6]. 

Adulte (somatische) Stammzellen (ASZ) besitzen ein eingeschränkte 

Differenzierungspotential und werden in mindestens drei verschiedene Subgruppen 

unterteilt: Die Stammzellen aus dem Knochenmark, der zirkulierenden Pool aus Stamm- 

und Progenitorzellen, sowie die gewebeständigen Stammzellen. Das Knochenmark 

wiederum beinhaltet hämatopoetischen Stammzellen (HSZ), sogenannten „side 

population“- Zellen, mesenchymale Stammzellen und multipotente adulte 

Progenitorzellen [7]. Hierbei sind hämatopoetische Stammzellen (HSZ) die am besten 

charakterisierten adulten Stammzellen. Sie bilden den Ausgangspunkt aller myeloiden 

und lymphoiden Zelltypen.  

In den letzten Jahrzehnten haben sich HSZ in der Behandlung vieler hämatologischer 

Erkrankungen bewährt, wie z.B. Knochenmarktransplantationen bei Leukämiepatienten. 

Im Rahmen regenerativer Therapiekonzepte zur Behandlung eines chronischen 

Myokardschadens wurden bereits mehrere klinische Studien durchgeführt, in denen 

Stammzellen aus dem Knochenmark appliziert wurden. Hierbei zeigten sich ein 

Rückgang der Infarktnarbe, eine Verbesserung der Ejektionsfraktion und ein 

verringertes linksventrikuläres endsystolisches Volumen. [8, 9, 10, 11]      

Zur Differenzierung der Stammzelltypen werden verschiedene Oberflächenmarker 

genutzt. So werden beispielsweise verschiedene ‚Unterscheidungsgruppen‘ (Cluster of 

Differentiation; CD) beschrieben. Hierbei handelt es sich um eine Gruppe 

immunphänotypischer Oberflächenmarker, die sich nach biochemischen und 

funktionellen Kriterien ordnen lassen. Für Stammzellen sind unter anderem CD133, 

CD34 und CD117 (c-kit) beschrieben [12]. C-kit ist ein in der Zellmembran 

vorkommendes Protein aus der Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen. Es wird vor allem 

in HSZ gebildet, kommt aber auch in anderen Zelllinien wie z.B. in multipotenten und 

myeloischen Progenitorzellen vor [13]. Es spielt weiterhin eine entscheidende Rolle bei 

der Proliferation von Stammzellen [14]. 
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Rolling, Adhäsion und Transmigration 

Die Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut in entzündlich verändertes Gewebe ist 

unentbehrlich für die Entwicklung einer Immunantwort. Dieser Vorgang ist ein 

dynamischer, mehrstufiger Prozess, in dem die Leukozyten mit dem Endothel von 

postkapillaren Venolen interagieren. Am Ort der Entzündung werden von verschiedenen 

Zellen Zytokine produziert. Diese bewirken u.a. die Aktivierung des Endothels, welches 

daraufhin vermehrt Adhäsionsmoleküle exprimiert. Hierbei handelt es sich um 

membranständige Rezeptoren, die auf fast allen Zellen vorkommen und in drei 

Hauptgruppen unterteilt werden: Selektine, Integrine und Mitglieder der 

Immunglobulin-Superfamilie. 

 

Der Prozess der Zell-Endothel-Interaktion kann in verschiedene Abschnitte unterteilt 

werden (Abb. 2), wobei an den einzelnen Schritten unterschiedliche Adhäsionsmoleküle 

beteiligt sind. Dieser Prozess ist in ähnlicher Weise auch für Stammzellen beschrieben 

worden [15].  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Leukozytenmigration durch das Endothel 
Nach einer Grafik von U. H. von Andrian und C. R. Mackay: T-Cell Function and Migration. In: 
NEJM. October 5th, 2000, S. 1025. Und K. Ley et al.: Getting to the site of inflammation: the leukocyte 
adhesion cascade updated. In: Nature Reviews Immunology 7, 2007; S. 679  
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Zu Beginn verlassen die Zellen den Blutstrom durch leichte molekulare Bindungen an 

das Endothel. Die Zellen werden dadurch abgebremst und es kommt zu einem Abrollen 

der Zellen an der Gefäßwand (Rolling). Diese beiden Prozesse werden hauptsächlich 

durch Selektine und deren Liganden vermittelt [16]. 

Die darauffolgende feste Adhäsion, als Voraussetzung für die anschließende Migration 

in das darunterliegende Gewebe, wird hauptsächlich durch Mitglieder der Integrin-

Familie vermittelt. Aus dem Knochenmark stammende Stammzellen und endotheliale 

Progenitorzellen benötigen ß1- und ß2-Integrin für die Durchwanderung der 

endothelialen Barriere [17].  

Die Transmigration, also die zelluläre Extravasation mit Durchwanderung der 

Endothelschicht in das benachbarte Gewebe, ist gegenwärtig Gegenstand intensiver 

Forschung. An diesem Prozess ist eine Vielzahl an Proteinen beteiligt. Beispielsweise 

PECAM-1 (platelet-endothelial cell adhesion molecule-1), für welches in in vitro 

Studien gezeigt wurde, dass es direkt an dem Prozess der Diapedese von neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten beteiligt ist [18]. 

 

Homing 

Die gegenwärtige Hypothese zur Organregeneration durch Stammzellen beinhaltet, dass 

es nach einer Myokardschädigung zu einer Wanderung von Stammzellen aus dem 

Knochenmark zum Herzen kommt. Dabei werden hämatopoetische Stammzellen aus 

ihrer Nische im Knochenmark, wo sie von Stromazellen umgeben sind, ausgeschüttet. 

Sie differenzieren zu endothelialen Progenitorzellen, zirkulieren im peripheren Blut und 

migrieren in Richtung des Schadens [19, 20]. Dort erfolgt die Einwanderung der 

Stammzellen in das geschädigte Myokard. Dieser Prozess wird als ‚Homing‘ 

bezeichnet.  

Es hat sich gezeigt, dass der Chemokin-Rezeptor CXCR4 auf der Zellmembran der 

Stammzellen und sein Ligand stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) im myokardialen 

Zielgewebe essentiell für ein zielgerichtetes Homing sind [21, 22, 23]. 

In tierexperimentellen Studien fand sich nach Applikation von Knochenmark-

Stammzellen eine verbesserte Neovaskularisation im Myokard. Zusätzlich konnten 

aufgrund dieser Behandlung die Pumpleistung und das Überleben verbessert werden 

[24, 25].  
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Chemokine 

Chemokine sind lösliche Proteine die als Signalmoleküle (Lockstoffe) im Rahmen einer 

Gradienten-vermittelten Zielwanderung (Chemotaxis) von Leukozyten und 

Stammzellen wirken. Interleukine und eine Vielzahl anderer Chemokine weisen 

beispielsweise den Leukozyten chemotaktisch den Weg von der Gefäßwand zum Ort 

der Entzündung. Die Bedeutung von Chemokinen sowie einer lokalen 

Entzündungsreaktion für das Wandern und Homing von Leukozyten, Progenitor- und 

Stammzellen zu geschädigtem Gewebe ist mehrfach aufgezeigt worden [15, 26]. 

 

HMGB-1 

 

In den 70er Jahren wurde das Protein High Mobility Group Box1 (HMGB-1), auch als 

Amphoterin bezeichnet, erstmals beschrieben. [27]. 1991 wurden die ersten 

Strukturanalysen an HMGB-1 durchgeführt [28]. Nach intensiver Forschung wurden 

Sequenzabschnitte identifiziert, welche proinflammatorische Eigenschaften vermitteln 

und welche an den Receptor for Advanced Glycation End Products (RAGE) binden [29, 

30]. HMGB-1 ist ein in hohem Grade konserviertes, universell vorkommendes 

Kernprotein [31]. Es wird bei Nekrose, jedoch nicht bei Apoptose, in den 

extrazellulären Raum sezerniert. Dort ruft es eine entzündliche Reaktion hervor. 

Monozyten werden zur TNF-α-Sekretion stimuliert und weitere Leukozyten zum Ort 

der Nekrose geleitet [32]. Weiterhin wird HMGB-1 von Zellen nach inflammatorischer 

Aktivierung ausgeschüttet. Im Extrazellularraum wirkt es als chemischer Lockstoff für 

Entzündungszellen, Zellen der glatten Muskulatur und Stammzellen [33, 34]. 

Ferner wurde gezeigt, dass HMGB-1 das Integrin-abhängige Homing von endothelialen 

Progenitorzellen verstärkt [35]. Darüber hinaus induziert HMGB-1 die Migration von 

Mesoangioblasten durch einschichtiges Endothel in vitro. In vivo fungiert es als 

Signalstoff, welcher sowohl Mesoangioblasten als auch Stammzellen des 

Knochenmarks anlockt [36]. Zusätzlich bewirkt HMGB-1 in Endothelzellen eine 

vermehrte Expression der Adhäsionsmoleküle VCAM-1 und ICAM-1 [37].  
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In einem Mausmodell führte exogen zugefügtes HMGB-1 nach induziertem 

Myokardinfarkt zu einer Verbesserung der links ventrikulären Funktion durch 

Regeneration von Kardiomyozyten aus lokalen kardialen c-kit+ Stammzellen [38]. Dies 

lässt vermuten, dass HMGB-1 auch eine funktionelle Relevanz im Rahmen einer 

stammzellvermittelten kardialen Regeneration besitzt. 

 

Rezeptoren 

 

Für HMGB-1 sind, wie in Abbildung 3 dargestellt, verschiedene Rezeptoren 

beschrieben, wobei RAGE als erster beschrieben wurde [39]. RAGE ist ein 

Multiligandrezeptor, welcher auf Endothelzellen, glatten Muskelzellen, Nervenzellen, 

dendritischen Zellen, T-Zellen und Monozyten/Makrophagen exprimiert wird [40, 41]. 

Strukturanalysen zeigten allerdings, dass die proinflammatorische Sequenz von HMGB-

1 nicht mit der RAGE-bindenden Sequenz übereinstimmt [30]. Daraufhin wurde 

erkannt, dass HMGB-1 auch an Toll-Like-Rezeptor (TLR) -2 und -4 bindet [42]. 

 

 

 

Abbildung 3: HMGB1 Rezeptoren und deren Signaltransduktion  

nach Yang et al. [ Yang, H., Wang, H., Czura, C. J. and Tracey, K. J., The cytokine activity of HMGB1. J 
Leukoc Biol 2005. 78: 1-8.] 
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Der Rezeptor 'Toll' wurde 1984 in der Drosophila melanogaster entdeckt [43]. Einige 

Jahre später wurden in Säugetieren Homologe von 'Toll', die sogenannten 'Toll-like-

Rezeptoren' entdeckt [44]. Diese Familie der Rezeptoren umfasst im humanen System 

bisher 11 Mitglieder [45]. Sie werden auf verschiedenen Zelltypen des Immunsystems 

exprimiert [46]. 

2011 erhielten die drei Immunologen Bruce Beutler, Jules Hoffmann und Ralph M. 

Steinmann den Nobelpreis für Physiologie und Medizin. Hoffmann entdeckte die 

Bedeutung des Toll-Gens für das Immunsystem der Fruchtfliege. Beutler fand heraus, 

dass Toll-like-Rezeptormoleküle für die Erkennung bestimmter bakterieller Produkte 

notwendig sind. Beispielsweise kommt es nach Aktivierung der Toll-like-Rezeptoren zu 

einer vermehrten Herstellung diverser Zytokine, wie IL-1, -6, -8, -12 und TNF [47]. 

 

 

 

 

1.2    Zielsetzung 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, inwieweit HMGB-1 die 

Interaktionen zwischen c-kit+ Knochenmark-Stammzellen und dem Endothel in der 

Mikrozirkulation des M. cremaster der Maus zu regulieren vermag. Weiterhin wurde 

betrachtet welche Rolle Toll-like-Rezeptor-2 und -4 hierbei spielen. Hierzu wurden in 

vivo das Rolling und Adhärenzverhalten zwischen c-kit+-Zellen und Endothel unter 

Verwendung der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie (IFM) untersucht. Zusätzlich 

wurde evaluiert, ob HMGB-1 die Adhäsionsmolekül-Umverteilung auf endothelialen 

Zelloberflächen in vitro beeinflusst.  
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2     Materialien und Methoden 

 

2.1    Isolation von c-kit
+
 Zellen 

Murine hämatopoetische Knochenmarksstammzellen, welche den Oberflächenmarker  

c-kit (CD117) exprimieren, wurden aus Wildtyp-, TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)- Mäusen 

isoliert. Die Zellen wurden unter Verwendung magnetischer MicroBeads (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland), welche mit monoklonalen anti-c-kit 

Antikörpern beschichtet sind, isoliert.  

Vor Beginn der Isolation wurde die entsprechende Spendermaus betäubt und 

anschließend durch Genickbruch geopfert. Daraufhin wurden die Humeri, Femura und 

Tibiae freipräpariert und durch Deartikulation aus dem Körper herausgelöst. Nach 

weiterer Reinigung der Knochen mittels Pinzette erfolgte die Entfernung der proximalen 

und distalen Knochenenden. Durch eine 26 G Nadel wurde gekühlter PBS-Puffer (PBS 

+ EDTA 0,1%) in ein Ende des Knochens gespritzt und so das Knochenmark 

herausgespült. Dieses wurde in einer Petrischale aufgefangen und durch mehrfaches, 

vorsichtiges Auf- und Abpipettieren in eine homogene Zellsuspension überführt. Um 

etwaige Zellklumpen zu entfernen wurde die Lösung anschließend durch einen 30 μm 

Nylonfilter (Pre-Seperation Filter, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) 

gegeben. Daraufhin wurde die Suspension durch Zugabe von PBS-Puffer und 

Zentrifugation (300×g, 10 min, 4°C) gewaschen. Anschließend wurde der flüssige 

Überstand abgetrennt und verworfen. Nach Durchmischung des Niederschlags mit 1 ml 

PBS-Puffer wurde hieraus die Zellzahl bestimmt (siehe 2.3). Im Anschluss wurden 

weitere 9 ml PBS-Puffer zu dem Gemisch gegeben und erneut zentrifugiert (300×g, 10 

min, 4°C). Der Überstand wurde wiederum verworfen und zu dem Niederschlag jeweils 

80 μl PBS-Puffer und 20 μl CD117 MicroBeads je 107 Zellen gegeben. Nach 

gründlicher Durchmischung inkubierte die Lösung für 15 Minuten bei 4° C.  

Hierdurch konnten die monoklonalen Antikörper an die c-kit Rezeptoren der 

Stammzellen binden.  

Zu den fertig inkubierten Zellen wurde 1 ml PBS-Puffer je 107 Zellen gegeben, um sie 

mittels nochmaliger Zentrifugation bei 300 x g für 10 min bei 4° C zu waschen. Nach 

Entfernung des Überstandes wurde zu den Zellen 500 μl PBS-Puffer hinzugegeben und 

die gut durchmischte Lösung im magnetischen Feld des MACS Separator (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) weiterverarbeitet. Hierzu wurde eine MS 
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MACS column (Säule; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) in das 

magnetische Feld des MACS Separator eingesetzt und zusätzlich mit einem 

angefeuchteten 30 μm Nylonfilter ausgestattet. 

Zur Vorbereitung der Säule wurden 500 μl PBS-Puffer zur Anfeuchtung verwendet. 

Anschließend wurde die Zellsuspension in die Säule eingebracht. Die ungebundenen 

Zellen flossen durch die Säule, wohingegen die magnetisch markierten im Magnetfeld 

gehalten wurden. Durch dreimaliges Waschen mit 500 μl PBS-Puffer wurde 

sichergestellt, dass der Hauptteil der unmarkierten Zellen entfernt  wurde. Um die 

hämatopoetischen Stammzellen aus der Säule herauszulösen, wurde diese auf ein 

passendes Gefäß gebracht und mit einem Milliliter PBS-Puffer kräftig durchgespült. Um 

die Reinheit des Zellgemisches zu erhöhen, wurde der Separationsvorgang am MACS 

Separator mit einer zweiten vorbereiteten Säule wiederholt. Im Anschluss wurde die 

Zellzahl bestimmt und die Reinheit mittels Durchflusszytometrie ermittelt. 

 

 

 

2.2    FACS 

Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) ist eine durchflusszytometrische 

Analysemethode, welche die gleichzeitige Bestimmung verschiedener Zellparameter in 

einer Zellpopulation ermöglicht. Die Zellen werden mit Fluoreszenz-gekoppelten 

Antikörpern inkubiert und in einem laminaren Flüssigkeitsstrom nacheinander an einem 

Laserstrahl vorbei geleitet (siehe Abb.4). Hierbei interagieren die Zellen mit dem 

einfallenden Lichtstrahl, wobei allein die Richtung des Lichtes verändert wird, jedoch 

nicht die Wellenlänge. Die Streuung wird von Zellgröße, Oberflächenstruktur und 

intrazellulären Bestandteilen beeinflusst. Das Licht wird nicht gleichmäßig gestreut. Der 

größte Anteil, der ein Maß für die Zellgröße darstellt, wird in die Vorwärtsrichtung 

(forward light scatter; FSC) gelenkt. Als Seitwärtsstreulicht (side scatter; SSC) wird 

dasjenige Licht bezeichnet, welches im rechten Winkel zum einfallenden Lichtstrahl 

gestreut wird. Dieses hängt überwiegend von der intrazellulären Granularität ab. Die 

entstehende Lichtstreuung sowie die emittierte Fluoreszenz werden von Detektoren 

aufgenommen und verrechnet. Somit lassen sich Aussagen über die Zellgröße, die 

Granularität und die an der Zelloberfläche markierten Strukturen treffen.  
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Es wurden mindestens 10 000 Ereignisse pro Probe aufgezeichnet und SSC sowie 

Fluoreszenzdaten logarithmisch registriert. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Strahlengangs durch ein FACS-Gerät 
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2.3    Zellzahlbestimmung 

Die Zellzahl sowie –vitalität wurden mittels Trypanblaufärbung untersucht. Der 

Farbstoff markiert nur tote Zellkörper, da er in vitale Zellen aufgrund der intakten 

Zellmembran nicht eindringen kann. 

Um die gewünschte Zellzahl zu ermitteln, wurden 50 μl der zu bestimmenden Probe 

entnommen. Diese wurde in einem Gefäß mit 50 μl Trypanblau vermengt und ein Teil 

des Gemisches in eine Neubauer Zellkammer gefüllt. Anschließend wurden die Zellen 

unter einem Lichtmikroskop (10x Objektiv) gezählt. Es wurden die ungefärbten 

(lebenden) Zellen der fünf 4x4 Quadrate bestimmt (Abb. 5).  

Mit der Formel  n:5 x 2 x 10
4  konnte danach die Zellzahl der Suspension bestimmt 

werden. Hierbei stellt n die Gesamtzahl der Zellen aus den fünf Zählfeldern dar. Somit 

lässt sich der Mittelwert der Zellen pro Feld bestimmen. Durch die Multiplikation mit 2 

wird der Grad der Verdünnung in die Formel mit einbezogen. 10
4 stellt einen konstanten 

Faktor dar, der sich aus der Größe der Zählkammer ergibt. 

 

 

 

 

 

 

                        

 

 

Abbildung 5: Neubauer Zählkammer 

Seitenansicht der Neubauer Zählkammer und Ansicht bei Blick durch ein Lichtmikroskop  
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2.4    Fluoreszenzmarkierung von c-kit
+
 Zellen 

Zur Markierung der isolierten c-kit+-Knochenmark-Stammzellen wurde Carboxy 

Fluorescein Diacetate Succinimidyl Ester (Vybrant® CFDA SE; Invitrogen)  verwendet. 

Hierbei handelt es sich um einen nicht-fluoreszierenden Farbstoff, der während der 

Inkubation mit der Zellsuspension über Diffusion ins Zytoplasma gelangt. Dort wird 

dieser durch intrazelluläre Esterasen hydrolysiert und dadurch in einen fluoreszierenden 

Farbstoff umgewandelt. Hierdurch wird eine Detektion der markierten Zellen über einen 

Zeitraum von mehreren Tagen möglich. Geschätzte Fluoreszenz Exzitation/Emission 

Maxima: 492/517 nm, nach Hydrolyse (gemäß Angaben des Herstellers). 

Ein Milliliter PBS-Puffer wurde mit 2 μl CFDA SE versetzt. Nach Durchmischung 

wurde die Probe zum Schutz vor Licht in Aluminiumfolie gewickelt und für 10 Minuten 

bei 37 ° C inkubiert. Währenddessen wurde die gewünschte Menge an isolierten c-kit+ 

Zellen herangezogen und bei 500 x g für 10 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und der entstandene Niederschlag mit der angewärmten CFDA SE Probe 

gründlich vermischt. Erneut wurde das Gefäß mit Aluminiumfolie umwickelt und für 15 

Minuten bei 37 ° C inkubiert. Nach nochmaliger Zentrifugation wurde der Überstand 

verworfen und ein Milliliter warmer PBS-Puffer hinzugefügt und durchmischt. Durch 

erneute Zentrifugation wurde die Zelllösung gewaschen und ungebundenes CFDA SE 

mit dem Überstand verworfen. Der Niederschlag wurde mit dem gewünschten 

Endvolumen von 300 μl PBS-Puffer vermengt und für weitere 30 Minuten licht-

geschützt aufbewahrt, um eine vollständige Modifikation der Probe zu gewährleisten. 

Daraufhin wurden die markierten Stammzellen im Rahmen der intravitalen 

Fluoreszenzmikroskopie weiterverwendet.  
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2.5    Tiermodell 

 

Versuchsaufbau 

Das Rolling und Adhärenzverhalten von hämatopoetische c-kit+ Knochenmark-

Stammzellen im peripheren Gewebe, in Abhängigkeit einer lokalen Behandlung mit 

HMGB-1, wurde mit Hilfe der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Hierzu 

wurde das vaskuläre Verhalten arteriell injizierter Stammzellen in der Mikrozirkulation 

des M. cremaster der Maus betrachtet. Die Analysen von Rolling und Adhäsion wurden 

analog zu den Stammzellen auch für endogene Leukozyten durchgeführt. Zum einen 

wurden c-kit+ Zellen aus WT-Mäusen isoliert und anschließend TLR-2 (-/-)- und TLR-4 

(-/-)-Mäusen verabreicht. Andererseits wurden Knochenmark-Stammzellen aus TLR-2 

(-/-)- und TLR-4 (-/-)-Mäusen isoliert und deren Rolling und Adhärenzverhalten in WT-

Mäusen analysiert.  

Nach der Präparation des M. cremaster wurden die Mäuse der WT-Gruppe entweder mit 

200 μl HMGB-1 (400 ng/ml in PBS-Puffer; HMGBiotech), oder 200 μl erhitztem 

HMGB-1 (400 ng/ml in PBS-Puffer; für 15 min gekocht) behandelt. Das Gemisch 

wurde direkt auf den Muskel gegeben. Dieser Vorgang wird im folgenden als 

‚Superfusion‘ bezeichnet. Die Gruppen der operierten TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-

Mäuse wurden allein mit 200 μl HMGB-1 (400ng/ml in PBS-Puffer) behandelt. Zur 

Beurteilung der Stammzell- und Leukozytenmigration wurde einerseits direkt nach der 

Injektion der Anteil der rollenden Zellen bestimmt. Andererseits wurde nach 45 

Minuten das Ausmaß der festen Adhärenz der Zellen am Endothel quantifiziert. Ein  

Zellverhalten entlang dem Endothel wurde dann als Rolling angesehen, wenn es zu einer 

um mehr als 50%igen Reduktion der Zellflußgeschwindigkeit kam. Zusätzlich musste 

dies in Verbindung mit dem typischen zellularen ‚Sticking‘ und nachfolgendem 

erneuten Weiterrollen auftreten. ‚Sticking‘ bezeichnet den Vorgang, der eine Adhäsion 

höherer Affinität beschreibt.   

Um die gleichen Versuchsbedingungen in den einzelnen Gruppen zu gewährleisten, 

wurden verschiedene mikrohämodynamische Parameter, wie beispielsweise der 

Gefäßdurchmesser, die Blutflussgeschwindigkeit und der segmentale Blutvolumenfluss 

bestimmt. Die Blutflussgeschwindigkeit wurde anhand der 'Line-Shift-Diagram-

Methode' (CapImage Software, Zeintl, Heidelberg, Deutschland) in Video-

Aufzeichnungen der Mikrozirkulation verifiziert. Die Durchblutung des M. cremaster 

wurde während der intravitalen Mikroskopie (IVM) aufgezeichnet. Unter Verwendung 
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der gewonnenen Parameter Gefäßdurchmesser und Blutflussgeschwindigkeit wurde 

ebenfalls der segmentale Blutvolumenfluss (wall shear rate; WSR) errechnet.  

Zur Berechnung des segmentalen Blutflusses wurde folgende Formel herangezogen: 

 

WSR = γ = (8 x v)/d 

 

(d: Durchmesser; v: Fließgeschwindigkeit, gemäß Baker-Wayland durch 1,6 dividiert [48]) 

Die Konstante von 1,6 geht auf Studien an Glasröhren zurück, in denen gezeigt werden 

konnte, dass die zentrale Fließgeschwindigkeit höhere Werte messen lässt als am 

Randstrom der Röhre [48]. 

Nach Durchführung der IVM-Analysen wurde die operierte Maus geopfert, der M. 

cremaster entfernt und geteilt. Eine Hälfte des Muskels wurde in 4%igem Formaldehyd 

fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet, um ihn für spätere histologische 

Untersuchungen zu konservieren. Die andere Hälfte wurde in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren, bei -70 °C gelagert und zu einem späteren Zeitpunkt für real-time PCR 

Analysen herangezogen.  

 

Versuchstiere 

Alle Tierversuche wurden in Übereinstimmung mit dem Tierschutzgesetz und nach 

Genehmigung durch die lokalen Behörden durchgeführt (Tierversuchsvorhaben LALLF 

M-V/TSD/7221.3-1.1-029/07). Alle verwendeten Versuchstiere wurden aus den Jackson 

Laboratorien (Charles River, Sulzfeld, Deutschland) bezogen. 

Den Großteil der Versuchstiere stellten männliche Mäuse der Linie C57BL/6J dar 

(Kurzbezeichnungen: wildtype; WT). Diese wurden auch für die Kontrollgruppe 

herangezogen. Eine weitere Gruppe bestand aus männlichen Tieren der Linie B6.129-

Tlr2Tm1kir/j. Diese Tiere zeichnen sich durch eine homozygote Mutation des Toll-like-

Rezeptor-2 Gens aus (Kurzbezeichnungen: TLR-2 knock-out; TLR-2 (-/-)).Eine dritte 

Gruppe wurde aus männlichen Mäusen der Linie C3H/HeJ (Tlr4(LPS-del)) gebildet. 

Diese Linie ist durch eine Spontanmutation des Toll-like-Rezeptor-4 Gens 

charakterisiert (Kurzbezeichnungen: TLR-4 knock-out, TLR-4 (-/-)). 

Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Versuche 6-12 Wochen alt und wogen 20-25 g. Bis 

zu dem jeweiligen Experiment wurden sie entsprechend der Richtlinien des deutschen 
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Tierschutzgesetzes bei freiem Zugang zu Trockenfutter und Wasser bei einem 12-

stündigem Hell-Dunkelrhythmus in der Zentralen Tierhaltung am Institut für 

Experimentelle Chirurgie, Rostock gehalten. 

 

Materialien 

OP-Tisch, beheizbar  

Operationsbesteck, bestehend aus:  

            1 Nachstarschere nach Vannas 8 mm; gerade  

1 Mikro-Federschere, 120 mm gebogen  

1 Mikroskopierpinzette, gebogen; 130 mm; AESCULAP 

1 Nagelhautschere, 90 mm gebogen, extrafein  

1 Mikro-Pinzette, Uhrmacher, 110 mm  

1 Anatomische Pinzette, sehr fein, 115 mm  

1 Chirurgische Pinzette  

1 Knüpfpinzette Geb. Maul 0,3 mm 150 mm 

1 Mikro-Nadelhalter, 160 mm, gebogen  

3 Gewebeklemmen, nach Kocher 

Thermokauter 

Prolene (Polypropylene) Nahtmaterial; nicht resorbierbar; Ethicon 

Kanülen: 18 und 26 Gauge; Becton Dickinson Microlance 

1 ml Spritzen; Typ Omnifix; Braun 

 

Die Instrumente wurden von der Firma Krauth und Timmermann bezogen. 
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Operation 

Zur Intravitalmikroskopie der Mikrozirkulation wurde der rechte Musculus cremaster 

nach der Methode von Baez mit kleineren Modifikationen präpariert [49]. Dieses 

Modell wurde initial anhand von Ratten etabliert. Es wurde von der Arbeitsgruppe um 

Frau Prof. Dr. med. Vollmar, Institut für experimentelle Chirurgie, Universität Rostock, 

auf Mäuse übertragen [50].  

Durch intraperitoneale Injektion von Ketamin (Ketanest, 75 mg/kg) und Xylazin 

(Rompun, 25 mg/kg) wurde bei den Versuchstieren die Narkose eingeleitet. Nach 

Eintritt der Anästhesie wurden der linke Oberschenkel sowie das rechte Skrotum mit 

einem Einmalrasierer enthaart und anschließend mit Alkohol (75%) desinfiziert. Zur 

Sicherung der Atmung wurde die Zunge luxiert. Daraufhin wurde die Maus in 

Rückenlage auf einem Präparationstisch aus Plexiglas (Spezialanfertigung des Institutes 

für experimentelle Chirurgie, Universität Rostock) fixiert. Um eine Stabilisierung der 

Körpertemperatur zu gewährleisten, wurde der Präparationstisch auf eine erwärmte 

Heizplatte (37° C) gelegt und dort die Operation durchgeführt (Abb. 6). 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

Abbildung 6: Präparation des M. cremaster der Maus 
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Zu Beginn der Operation wurde die Haut im anatomischen Verlauf der linken A.  

femoralis entfernt. Mit Hilfe eines Operationsmikroskops erfolgte die Freilegung des 

Gefäßes bis in die Inguinalregion. Abgehende Seitenäste der Arterie wurden mit einem 

Thermokauter ligiert. Um den Blutfluss vorübergehend zu unterbinden, wurde das 

Gefäß proximal durch den Zug eines Fadens abgeknickt. Daraufhin wurde in den 

distalen Anteil der Arterie ein Polyproylenkatheter (Portex non sterile Polythen Tubing 

0.28mm ID, SIMS Portex, UK) eingeführt und fixiert. Nach Inzision des rechten 

Skrotums in der Mittellinie wurde der M. cremaster an seinem distalen Ende dargestellt. 

An der Spitze des Muskelsackes wurde ein atraumatischer Faden (Prolene®, 7-0) 

eingebracht, über den der M. Cremaster horizontal aufgespannt wurde. Mit einer 

Mikroschere wurde der Muskelsack unter Schonung der muskeleigenen Gefäßarkaden 

von kaudal nach kranial eröffnet. Die Seitenränder des nun flächig aufliegenden 

Muskels wurden mit fünf weiteren Nähten aufgespannt (Abb. 7). Während der 

chirurgischen Präparation sowie im gesamten Versuchsverlauf wurde der Muskel mit 

angewärmter Natrium-Chlorid-Lösung (NaCl) superfundiert. 

 

 

 

 

  

Abbildung 7: Präparierter und aufgespannter M. cremaster während der IVM 
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2.6    Intravitale Fluoreszenzmikroskopie 

 

2.6.1   Hintergrund und Aufbau der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie 

Die Fluoreszenzmikroskopie ist eine spezielle Form der Lichtmikroskopie. Durch 

Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlänge werden fluoreszierende Stoffe 

angeregt. Die Fluoreszenzmikroskopie ermöglicht eine direkte und wiederholbare 

Untersuchung von Geweben in vivo mit einer quantitativen Analyse der 

Mikrozirkulation und deren Veränderungen [51]. Es lässt sich dadurch das Verhalten 

von Leukozyten im Blutgefäßsystem, insbesondere die Adhäsion an Endothelzellen, 

beobachten und beurteilen [52, 53]. 

 

Zur Beobachtung der Mikrozirkulation des M. Cremaster wurde ein Axiotech vario 

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) des Instituts für experimentelle 

Chirurgie der Universität Rostock verwendet. Die Durchleuchtung erfolgte mit einer 

100 Watt HBO-Quecksilberlampe als Anregungslichtquelle. Die Beleuchtungsintensität 

wurde zunächst durch einen Hitzefilter reduziert. Anschließend passierte das Licht einen 

von zwei austauschbaren Filterblöcken. Diese erlaubten eine Blau-Anregung 

(Exzitation: 450 – 490 nm) für die Darstellung des Blutplasmas und eine Grün-

Anregung (Exzitation: 530 – 560 nm) zur Darstellung der Leukozyten. Zur zusätzlichen 

Schonung des Muskelpräparates wurde die Beleuchtung in den Versuchspausen 

unterbrochen. Die Betrachtung des Gefäßsystems wurde anfangs mit einem Objektiv 

mit einer 10-fachen Vergrößerung durchgeführt. Für die Beobachtung der c-kit+ 

Knochenmark-Stammzellen wurde ein Wasserimmersionsobjektiv 

(Achroplanx20/0.5W, Zeiss) mit 20-facher Vergrößerung verwendet. Das Gefäßbett 

konnte einerseits direkt durch das Mikroskop betrachtet werden, andererseits wurde es 

über eine Videokamera (FK-6990-IQ-S; Pieper, Schwerte, Deutschland) auf einen 

Monitor übertragen. Für spätere Analysen wurden die Versuche mit einem 

Videorekorder aufgezeichnet (Abb. 8) 

Die Lagerung der Versuchstiere während der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie 

erfolgte auf einem beweglichen Mikroskopiertisch. Alle Experimente wurden bei einer 

konstanten Raumtemperatur von 21-23 °C durchgeführt. 
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Vor der c-kit+ Knochenmark-Stammzell-Injektion wurden 6 postkapillare Venolen als 

Ort der Zell-Adhäsions-Analysen nach dem Zufallsprinzip ausgesucht. Entsprechend 

der einzelnen Gruppen wurden der M. cremaster mit erhitztem oder aktiven HMGB-1 

15 Minuten vor der Stammzell-Injektion behandelt. In insgesamt fünf Injektionen 

wurden jeweils 4 x 106 c-kit+ Zellen verabreicht. Anschließend wurde das Rolling und 

Adhärenzverhalten der Stammzellen und beurteilt. Die Zahl ‚rollender‘ Zellen wurden 

als Prozentsatz aller vorbeifließenden c-kit+ Zellen in einem bestimmten Gefäßabschnitt 

ausgedrückt. Die Beobachtungszeit dieses vorher festgelegten Gefäßabschnittes betrug 1 

Minute. Zellen die für mehr als 30 Sekunden am Endothel hafteten, wurden als fest 

adhärent angesehen. Um die Anzahl an fest adhärenten c-kit+ Knochenmark-

Stammzellen zu berechnen, wurde sie in Bezug zur endothelialen Oberfläche gesetzt 

(Durchmesser  x  Länge  x  π ). Die Analysen von Rolling und Adhäsion wurden analog 

zu Stammzellen auch für endogene Leukozyten in WT-Mäusen durchgeführt. Die 

Untersuchungen mittels IVM wurden von zwei Untersuchern durchgeführt, die 

bezüglich der Behandlung verblindet waren.        

 

 

 

Abbildung 8: Schematischer Aufbau des intravitalmikroskopischen Arbeitsplatzes 
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2.6.2   Fluoreszenzfarbstoffe 

Da Blutplasma, Endothelzellen und Leukozyten keine ausreichende Eigenfluoreszenz 

aufweisen, wurden Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt.  

Bei Bestrahlung des Farbstoffes werden Lichtquanten absorbiert und führen so zur 

Anregung von Elektronen (Exzitation). Versiegt die Lichtquelle, so fallen die 

Elektronen wieder auf ihr ursprüngliches Energieniveau ab und setzen Energie in Form 

von Strahlung frei (Emission). Somit ermöglichen Fluoreszenzfarbstoffe die Markierung 

von bestimmten Zellarten. Dabei wird die Bildqualität in vivo durch Kontrastierung 

verbessert [54]. Zur Markierung der injizierten c-kit+ Stammzellen wurde CFSE 

eingesetzt. 

 

 

FITC-Dextran 

Der Plasmamarker Fluoreszein-Iso-Thio-Cyanat (FITC) ist an Dextran irreversibel 

gebunden (FITC-Dextran). Es handelt sich um einen wasserlöslichen Stoff, welcher nur 

sehr geringe Interaktionen mit Proteinen eingeht und gut toleriert wird [55]. FITC 

erhöht den Kontrast zwischen Intra- und Extravasalraum, da es nicht aus intakten 

Gefäßen diffundieren kann [56, 57]. Der Farbstoff wird durch Licht mit der 

Wellenlänge von λ = 490 nm (blauer Bereich) angeregt und fluoresziert im grünen 

Bereich mit einem Emissionsmaximum bei λ = 520 nm. 

 

 

Rhodamin 6 G  

Rhodamine zählen zu der Gruppe der Xanthen-Farbstoffe und reichern sich in den 

Mitochondrien von Leukozyten an. Um auch Aussagen über die Interaktionen zwischen 

Leukozyten und Endothel treffen zu können, wurde der Farbstoff verabreicht. Hierdurch 

war eine direkte Darstellung von Leukozyten möglich [52].  

Der Farbstoff wird durch Licht mit der Wellenlänge von λ = 500 - 550 nm (grüner 

Bereich) angeregt und fluoresziert im roten Bereich mit einem Emissionsmaximum bei 

λ=555 nm. 
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2.7    Real-time PCR des M. Cremaster 

 

2.7.1   Grundlagen 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Vervielfältigungsmethode von DNA. Die 

Doppelstränge werden mittels Denaturierung in Einzelstränge gespalten. Anschließend 

werden jeweils zwei Primer, DNA-Polymerase und Desoxynukleotidtriphosphate zu 

dem Gemisch hinzugegeben. So werden neue definierte DNA-Stränge synthetisiert. 

Durch Wiederholung können weitere Synthesezyklen durchgeführt werden, wobei bei 

jedem Durchgang die Zahl der DNA-Stränge verdoppelt wird.  

Da die Amplifikationseffizienz bei jeder PCR-Reaktion verschieden ist, kann sie nur 

schwer nachvollzogen werden. Diese Überprüfung entfällt, wenn die gebildete DNA-

Menge während der PCR im Behältnis gemessen werden kann. Das ist bei der real-time 

PCR (rt-PCR) mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen möglich. Bei der rt-PCR- 

TaqMan-Methode befindet sich zusätzlich noch eine Sonde im Reaktionsgemisch. Diese 

ist mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert, welche zwischen den 

beiden Primern liegen. Wenn diese beiden Fluoreszenzfarbstoffe in enger Beziehung 

zueinander liegen, wird nach Anregung durch einen Laser die Energie des einen auf den 

anderen Farbstoff übertragen. Während der PCR werden die Fluorochrome räumlich 

voneinander getrennt und es kann kein Energietransfer mehr stattfinden. Auf diese 

Weise wird die Fluoreszenz der Farbstoffe nur dann messbar, wenn die Polymerase 

tatsächlich den gewünschten DNA-Strang kopiert hat. Die Fluoreszenz nimmt 

proportional zur Menge der PCR-Produkte zu. Am Ende eines Zyklus wird anhand von 

erhaltenen Fluoreszenzsignalen die Quantifizierung der PCR vorgenommen. 
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2.7.2   RNA Isolierung 

Für Analysen der mRNA Level wurden aus den jeweiligen Versuchsgruppen jeweils 6 

Cremaster-Muskel-Hälften verwendet. Um die Gesamt-RNA aus den Gewebestücken zu 

isolieren, wurde die Single-Step-Methode nach Chomczynski und Sacchi mit Hilfe des 

TRIZOL®-Reagenz (Invitrogen) angewandt [58]. Zu Beginn der Isolierung wurde das 

entsprechende gefrorene Gewebestück mittels Mörser pulverisiert. Zu dem 

Gewebestaub wurde 1 ml TRIZOL® gegeben und durch Pipettieren in eine homogene 

Suspension überführt. TRIZOL® besteht aus einem Phenol-Guanidinisothiocyanat-

Gemisch, welches die Zellen eröffnet und Zellkomponenten löst, ohne dass die RNA 

gespalten wird. Nach einer fünfminütigen Inkubation wurden 200 μl Chloroform 

hinzugegeben und anschließend für 15 Sekunden kräftig geschüttelt. Nach einer 

weiteren dreiminütigen Inkubationszeit wurde der Inhalt 10 Minuten bei 12 000 g und 

4°C zentrifugiert. Hierdurch trennte sich die Lösung in eine wässrige und eine 

organische Phase, wobei die RNA ausschließlich in der wässrigen Phase verbleibt. 

Diese wurde dann vorsichtig abgezogen und in einem neuen Gefäß mit 500 μl 

Isopropanol vermengt, welches zur Ausfällung der RNA führt. Nach einer 

zehnminütigen Inkubation wurde das Gemisch nochmals 10 Minuten bei 12 000 g und 

4°C zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes wurde der entstandene Niederschlag 

mit 1 ml 75% Ethanol zum Waschen vermengt und bei 7 500 g für 5 Minuten bei 4°C 

nochmals abzentrifugiert. Der Überstand an Ethanol wurde abgesaugt und der 

Niederschlag bei Raumtemperatur angetrocknet. Zum Schluss wurde dieser in 12 μl 

nukleasefreiem Wasser gelöst und dann für 10 min bei 55°C inkubiert.  

Die Qualität der isolierten RNA wurde mit Hilfe eines Spektrophotometers 

(NanoDrop™ 1000) anhand der optischen Dichte (OD) beurteilt. Dazu wurde der 

Quotient aus OD260nm/OD280nm bestimmt. Die ermittelten Werte lagen bei einem 

Maximalwert von 2 nicht unter 1,8. Somit konnten grobe DNA-Kontaminationen und 

eine Degradation der RNA ausgeschlossen werden.  

Anschließend wurden die so gewonnenen Proben bei -70°C eingefroren. 
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2.7.3   Reverse Transkription 

Voraussetzung für den Nachweis von RNA aus Untersuchungsmaterial mittels rt-PCR 

ist die Transkription der RNA in die komplementäre DNA (c-DNA). Dies geschieht mit 

sequenzspezifischen Primern, die an der gesuchten RNA binden. Zusätzlich wird eine 

reverse Transkriptase oder ein Enzym, das reverse Transkriptase-Aktivität besitzt, 

benötigt. Diesen Vorgang nennt man reverse Transkription. Die daraus resultierende c-

DNA wird in der anschließenden PCR amplifiziert.  

Die gewonnene mRNA wurde mit dem SuperScript III First-Strand Synthesis System 

for RT-PCR (Invitrogen) in cDNA umgeschrieben. Dazu wurden in einem 

nukleasefreien Gefäß 1 μg RNA mit 1 μl 50 μM Oligo(dT)20 Primern versetzt. Nach 

Zugabe von 1 μl 10 mM dNTP Mix (je 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP) wurde 

die Lösung mit destilliertem Wasser auf 13 μl aufgefüllt und für 5 min bei 65°C 

denaturiert. Zu dieser Lösung wurden auf Eis 4 μl 5x First-Strand Puffer, 1 μl 0,1 M 

DTT, 1 μl RNaseOUT (40 U/μl) und 1 μl Superscript III RT (200 U/μl) zugegeben. 

Nach einer Inkubation von 5 min bei 25°C erfolgte die reverse Transkription bei 50°C 

für 60 min. Anschließend wurde der Ansatz für 15 min auf 75°C erhitzt. Die erzeugte 

cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
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2.7.4   Die quantitative Real-Time-Polymerase- Kettenreaktion  

Die synthetisierte cDNA wurde zur Amplifizierung mittels PCR genutzt. Die real-time 

PCR erfolgte in einem TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystems) mit dem 

StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Als Primer wurde 

Selectin, Thrombozyen Ligand (p-Selectin) - Mm01204601_m1 (Applied Biosystems 

Foster City, CA, USA) verwendet. 

 

Die TaqMan Universal Master Mix Reagenzien sind zur Detektion der cDNA-Sequenz 

der Probe bei darauf abgestimmten Primern optimal geeignet. Durch die im Master Mix 

enthaltenen Enzyme wird die Möglichkeit einer Reamplifizierung verhindert. Die 

Durchführung der rt-PCR erfolgte mit 10 μl TaqMan Universal Master Mix, 1 μl 

Primer, 2 μl cDNA (10 ng cDNA) und 7 μl nukleasefreiem Wasser. Dieses Gemisch 

wurde bei 50 °C für 2 min inkubiert. Anschließend wurde es zur Aktivierung der 

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase bei 95 °C für 10 Minuten erneut inkubiert. Es 

folgten weitere 40 Zyklen von 15 Sekunden bei 95 °C und zuletzt ein Durchlauf bei 60 

°C für eine Minute. Jedes DNA Extrakt wurde dreifach analysiert und in jeder 

Untersuchung eine Negativkontrolle verwendet. 

Als Referenz-Gen wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) 

herangezogen. Hierbei handelt es sich um ein Enzym der Glykolyse welches 

unentbehrlich für den Organismus ist. Man benötigt ein Referenz-Gen, da beim 

Pipettieren nie die exakt gleiche Menge DNA in die nachfolgende Reaktion gegeben 

wird. Diese Ungenauigkeiten der Ausgangsmenge der eingesetzten DNA müssen 

ausgeglichen werden, was als ‚Normalisierung' bezeichnet wird.  

Um immer am Anfang der exponentiellen Phase messen zu können, wurde der Ct-Wert 

(Threshold Cycle = Schwellenwert-Zyklus) verwendet. Dieser Wert beschreibt 

denjenigen Zyklus, bei dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant über die Hintergrund-

Fluoreszenz ansteigt. Für jede Probe wurde der Ct-Wert von der StepOneTM Software 

2.0 (Applied Biosystems) bestimmt. Die Normalisierung der Zielgene gegen GAPDH 

wurde unter Verwendung folgender Formel durchgeführt: 

 

 

ΔCT = CT target – CT GAPDH 
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Aus den dreifach berechneten ΔCT-Werten jeder Probe wurde der Durchschnittswert 

bestimmt. Die Berechnung des Expressionsunterschiedes erfolgte über die ΔΔCT-

Methode. Nach der Normalisierung wurde die Differenz der ΔCT-Werte zwischen den 

zu vergleichenden Proben gebildet, der ΔΔCT-Wert: 

 

 

ΔΔCT = ΔCT sample – ΔCT calibrator sample 

 

 

Als ‚calibrator sample‘ wurde die Kontroll-Gruppe herangezogen.  

Die Unterschiede in der Genexpression nach HMGB-1 Behandlung wurden mit 

folgender Formel berechnet [59]: 

 

2-ΔΔCT  
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2.8    Immunhistochemische Analysen   

Immunhistochemische Verfahren haben seit der Verwendung von Antikörpern, die mit 

Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind, deutlich an Bedeutung gewonnen [60]. Im 

Gewebe vorhandene Antigene können mit spezifischen Primärantikörpern identifiziert 

werden. An diese binden in einer zweiten Reaktion Sekundärantikörper, welche an 

einen Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind. Dieser kann anschließend 

fluoreszenzmikroskopisch dargestellt werden.  

 

2.8.1   eNOS Immunfluoreszenzbestimmung nach HMGB-1 Vorbehandlung 

Die Immunhistologie wurde unter Verwendung von Gewebeproben (M. cremaster) 

durchgeführt, welche im Rahmen der Operationen gewonnen und in Paraffin eingebettet 

wurden. Die Untersuchung zielte auf die Verteilung der eNOS (endotheliale 

Stickstoffmonoxid-Synthase). Nach der Herstellung von 5 μm dicken Schnitten und 

dem Aufziehen auf Objektträger erfolgte zunächst die Entparaffinierung der 

Gewebsschnitte. 

 

Entparaffinierung 

- Erstes Entparaffinieren: 30 min bei 70°C 

- 2 mal jeweils 5 min in Xylol 

- 1 mal 3 min in Xylol 

- 2 mal jeweils 1 min in 100 % Ethanol 

- 1 mal 1 min in 95 % Ethanol  

- 1 mal 1 min in 80 % Ethanol 

- 1 mal 1 min in Aqua dest. 

 

Anschließend wurden die Schnitte vorbehandelt und immunhistochemisch bearbeitet. 

Dabei wurde folgendes Protokoll angewendet: 

 

Vorbehandlung: 

Die Andauung erfolgte durch 30 minütiges Kochen auf einer Heizplatte bei 130 °C mit 

Citratpuffer (Verdünnung: 1:25) 
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Blockierung der endogenen Peroxidasen 

- 1 mal 15 min mit PBS-Puffer spülen 

- 1 mal 10 min mit Peroxidaseblock-Reagenz (Dako Cytomation, Hamburg,  

  Deutschland) 

- 2 mal 5 min mit PBS-Puffer spülen 

Erhöhung der Gewebepermeabilität 

- 1 mal 30 min mit 2NHCl inkubieren 

- 1 mal 20 min mit 0,1 % Triton-X-100 (Sigma, Steinheim, Deutschland) in PBS-Puffer 

- 1 mal 5 min mit PBS-Puffer spülen 

Protein-Blockierung und Antikörperbehandlung 

- 1 mal 10 min Proteinblock-Reagenz (Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland) 

- Inkubation mit Primär-Antikörper (eNOS Maus-Anti-Maus, Becton, Dickson;  

  Konzentration: 5 μg/ml; Inkubationszeit: über Nacht bei 4 °C) 

- 3 mal 5 min mit PBS-Puffer spülen 

- Inkubation mit Sekundär-Antikörper (Esel-Anti-Maus, mit Alexa 488 konjugiert, 

  Becton, Dickson; Konzentration: 5 μg/ml ; Inkubationszeit: 2 Stunden bei RT) 

- 3 mal 15 min mit PBS-Puffer spülen 

- Inkubation mit TOPRO-3  (Invitrogen; Verdünnung: 1:200;  

  Inkubationszeit 20 min bei RT) 

- 3 mal 5 min mit PBS-Puffer spülen 

- Einbettung, Abdeckung und Versiegelung der Schnitte (FluorSaveTM, Calbiochem) 

 

Die angegebenen Antikörper wurden mit einem speziellen Antikörperlösungs-Reagenz 

verdünnt (DAKO; Antibody Diluent with Background reducing components). 

 

Für jede Färbung wurde zum Ausschluss unspezifischer Antikörperbindungen eine 

Negativkontrolle angefertigt. Hierzu wurden die entsprechenden Schnitte lediglich mit 

dem Sekundär-Antikörper ohne Verwendung des Primär-Antikörpers inkubiert. 

Zur Detektion von eNOS im Gefäßendothel des M. cremaster wurden die 

Gewebeschnitte mit Hilfe eines konfokalen Lasermikroskops (Leica TCS SPE) 

analysiert. 
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2.8.2   SVEC   

Simian Virus Endothel Zellen (SVEC) sind endotheliale Zellen axillärer 

Lymphknotengefäße von virustransformierten Mäusen. Die Zellen sind durch das 

Simian-Virus 40 immortalisiert. SVEC Zellen exprimieren diverse Adhäsionsmoleküle. 

Ihre Verdopplungsrate liegt zwischen 24 und 36 Stunden. Trotz der Transformation mit 

dem Virus lassen sich die Zellen mit normalen Endothelzellen vergleichen [61]. 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei einer 

Temperatur von 37 °C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%igem CO2 Luftgemisch. Als 

Medium wurde eine Kombination aus 89% Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

(DMEM; ATTC: 30-2002), 10% Horse Serum Heat Inactivated (PAA: B15-122) und 

1% Penicillin/Streptomycin verwendet. Alle Zellversuche wurden unter sterilen 

Bedingungen in einem Laminar-Air-Flow durchgeführt.  

 

Um die HMGB-1 vermittelte Endothelaktivierung zu untersuchen, wurden die SVEC 

Zellen mit dem Chemokin behandelt. Hierbei wurden besonders 

Expressionsveränderungen bzw. Umverteilungen von Adhäsionsmolekülen betrachtet. 

Die Auswirkungen der Vorbehandlung mit HMGB-1 wurden mit der Aktivität anderer 

bekannter Chemokine, wie beispielsweise Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und Stromal 

Derived Faktor-1α (SDF-1α) verglichen.  
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2.8.3   Immunfluoreszenzanalysen von β1-Integrin-, P-Selectin- und ICAM-1- 

           Motilität auf SVEC Membran nach HMGB-1 Vorbehandlung   

 

Um die endotheliale Antwort auf HMGB-1 Behandlung in vitro nachzuahmen, wurden 

SVEC mit aktivem oder erhitztem HMGB-1 für 15 Minuten inkubiert. TNF-α (200 

U/ml; R& D-Systeme, Minneapolis, MN, USA) oder SDF-1α (100 ng/ml; R& D-

Systeme) wurden als Kontroll-Chemokine verwendet.  

Nach der Behandlung mit dem Chemokin wurden die Zellen mittels Cytospin (550 rct 

für 5 min) auf Objektträger aufgebracht. Anschließend folgte die immunhistologische 

Färbung der Zellen, welche nach folgendem Protokoll durchgeführt wurde: 

 

 

Fixierung und Protein-Blockierung 

- 1 mal 5 min mit PBS-Puffer spülen 

- Fixierung mit 1% PFA (Paraformaldehyd) 

- 2 mal 5 min mit PBS-Puffer spülen 

- 1 mal 10 min Proteinblock-Reagenz (Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland) 

 

Protein-Blockierung und Antikörperbehandlung 

- Inkubation mit Primär-Antikörper (Tab. 1) über Nacht bei 4 °C 

- 3 mal 5 min mit PBS-Puffer spülen 

- Inkubation mit Sekundär-Antikörper (Ziege-Anti-Hamstermit Alexa 488 konjugiert, 

  Molecular Probes; Konzentration: 5 μg/ml ; Inkubationszeit: 2 Stunden bei RT)  

- 3 mal 5 min mit PBS-Puffer spülen 

- Inkubation mit TOPRO-3  (Invitrogen; Verdünnung: 1:200;  

              Inkubationszeit 20 min bei RT) 

- 3 mal 5 min mit PBS-Puffer spülen 

- Einbettung, Abdeckung und Versiegelung der Schnitte (FluorSaveTM, Calbiochem) 

  

 

Die angegebenen Antikörper wurden mit einem speziellen Antikörperlösungs-Reagenz 

verdünnt (DAKO; Antibody Diluent with Background reducing components). 
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Für jede Färbung wurde zum Ausschluss unspezifischer Antikörperbindungen eine 

Negativkontrolle angefertigt. Hierzu wurden die entsprechenden Zellen lediglich mit 

dem Sekundär-Antikörper ohne Verwendung des Primär-Antikörpers inkubiert. 

Zur Detektion der Adhäsionsmoleküle wurden die SVEC Zellen mit Hilfe eines 

konfokalen Lasermikroskops (Leica TCS SPE) analysiert. 

Die Anzahlen von SVEC Zellen, die β-Integrin, P-Selectin oder ICAM-1 Polarisation 

aufwiesen, wurden in 20 zufällig ausgewählten Hauptgesichtsfeldern (high-power 

fields; HPFs; 630-fache Vergrößerung) bestimmt. Die Resultate wurden in Zellen pro 

HPF ausgedrückt. Alle morphometrischen Analysen wurden von zwei Untersuchern 

durchgeführt, die gegenüber der Behandlung verblindet waren.  

 

 

 

 

 

Primäre Antikörper Konzentration Wirtsspezies Hersteller 

P-Selectin 10 µg/ml Ratte Becton, Dickinson 

β1-Integrin 5 µg/ml Hamster Becton, Dickinson 

ICAM-1 5 µg/ml Hamster Becton, Dickinson 

Sekundäre Antikörper       

Alexa 488  5 µg/ml Ziege Molecular Probes 

 

Tabelle 1: Verwendete Primär-Antikörper  
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Statistische Analysen  

 

Alle statistischen Analysen wurden unter Verwendung der Sigma Stat Software Version 

3.0 durchgeführt (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Sämtliche Werte wurden als 

arithmetische Mittelwerte zusammen mit dem Standardfehler des Mittelwertes (SEM) 

angegeben. SEM errechnet sich aus der Standardabweichung geteilt durch die 

Quadratwurzel der Fallzahl (n) der Stichprobe. Vergleiche der einzelnen Gruppen 

wurden unter Verwendung einfaktorieller Varianzanalysen (ANOVA) durchgeführt. 

Erkannte die ANOVA eine signifikante Varianz, wurde als Post-hoc-Analyse ein Holm-

Sidak-Test durchgeführt, um die Varianz einzelner Gruppen untereinander weiter zu 

untersuchen. Fiel der Test auf Normalverteilung negativ aus, wurde zum Vergleich 

mehrerer Gruppen eine Varianzanalyse nach Kruskal-Wallis sowie als post-hoc-Analyse 

ein Dunn-Test durchgeführt. P-Werte <0.05 wurden als statistisch signifikant 

angesehen. 
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3.    Ergebnisse 

 

3.1   Reinheit isolierter c-kit
+ 

Knochenmark-Stammzellen   

Die Reinheit der isolierten c-kit+ Stammzellen war durchwegs höher als 95% (Abb. 9).  

 

 

A              

B         

C         
 
 

 

Abbildung 9: FACS Analysen der Reinheit von c-kit
+ 

Knochenmark-Stammzellen aus WT-,  

TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-Mäusen 

A, c-kit+ Knochenmark-Stammzellen aus Wildtyp Mäusen 
B, c-kit+ Knochenmark-Stammzellen aus  TLR-2 knock-out Mäusen 
C, c-kit+ Knochenmark-Stammzellen aus  TLR-4 knock-out Mäusen  

95.6% 

95.0% 

95.5% 
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3.2    Quantifizierung der Interaktionen zwischen c-kit
+
 Stammzellen und  

         Endothel  in der Mikrozirkulation des M. cremaster  

Anhand der intravitalen Mikroskopie wurden die Interaktionen zwischen den injizierten 

c-kit+ Knochenmark-Stammzellen und dem Endothel betrachtet. Insgesamt waren 

Interaktionen zwischen den Stammzellen und der Gefäßwand ein seltenes Ereignis. 

Beobachtete Interaktionen traten fast ausschließlich in den postkapillaren Venolen 

(Durchmesser: 40-80 µm) des M. cremaster auf. C-kit+ Zellkontakte mit dem Endothel 

entstanden in einem unterschiedlichen Umfang in den jeweiligen experimentellen 

Gruppen. Als Reaktion auf eine HMGB-1 Superfusion konnten in den betrachteten 

Venolen sowohl Rolling als auch feste Adhärenz der c-kit+ Knochenmark-Stammzellen 

eindeutig gezeigt werden (Abb. 10).  
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  Rolling      Adhärenzverhalten 

 

 
 
 
Abbildung 10:  Quantifizierung des HMGB-1 vermittelten c-kit

+
 Rollings und Adhärenzverhaltens  

nach lokaler Superfusion mit HMGB-1 in der Mikrozirkulation des M. cremaster  

Repräsentative Bilder der  intravitalen Fluoreszenzmikroskopie von rollenden und fest adhärenten 
c-kit+ Knochenmark-Stammzellen 
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3.3    Quantifizierung des endothelialen Rollings der c-kit
+
 Knochenmark- 

         Stammzelle in vivo nach lokaler HMGB-1 Superfusion  

In vivo wurden rollende c-kit+ Knochenmark-Stammzellen unter Verwendung der 

intravitalen Fluoreszenzmikroskopie quantitativ bestimmt. In den mit erhitztem HMGB-

1 superfundierten Muskeln (Kontroll-Gruppe), betrug der Anteil der rollenden c-kit+ 

Zellen 9.9 ± 3.2%. Dahingegen zeigte sich nach lokaler Zugabe von aktivem HMGB-1 

eine Zunahme der rollenden c-kit+ Knochenmark-Stammzellen, die um mehr als das 

Dreifache erhöht war (32.4± 7.1% in der HMGB-1-Gruppe gegenüber 9.9 ± 3.2% in der 

Kontroll-Gruppe, P< 0.05) (Abb. 11).  

    

 

 

 

 

 

 

 

          
     

      

 

 

Abbildung 11: Quantifizierung des HMGB-1 vermittelten c-kit
+
 Rollings nach lokaler Superfusion 

mit HMGB-1 in der Mikrozirkulation des M. cremaster basierend auf intravitalmikroskopischem 

Bildmaterial 

Anteil der rollenden c-kit+ Knochenmark-Stammzellen in der Kontroll- und HMGB-1-Gruppe.  
(* P< 0.05 vs. Kontrollgruppe).    
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3.4    Quantifizierung der HMGB-1 vermittelten festen endothelialen Adhäsion 

         der c-kit
+
 Knochenmark-Stammzellen in vivo  

Die Menge der fest adhärenten c-kit+ Knochenmark-Stammzellen nach Superfusion des 

M. cremaster mit erhitztem HMGB-1 (Kontroll-Gruppe) betrug 1.1±1.0 Zellen/mm². 

Als Auswirkung auf die Behandlung mit dem aktiven Chemokin war die Zahl fest 

adhärenter c-kit+ Zellen erheblich höher als in der jeweiligen Kontrollgruppe (c-kit+ 

Zell-Adhäsion: 14.6±5.1 Zellen/mm² in der HMGB-1-Gruppe gegenüber 1.1±1.0 

Zellen/mm² in der Kontroll-Gruppe, P<0.05). Tatsächlich überstieg die 

Stammzelladhäsion nach Gewebeanregung mit HMGB-1 die der unbehandelten 

Kontrollmäuse um mehr als das 13fache (Abb. 12).  

 

 
 

 

 

 

            
 

 

 

Abbildung 12: Quantifizierung des HMGB-1 vermittelten c-kit
+ 

Adhärenzverhalten nach lokaler 

Superfusion mit HMGB-1 in der Mikrozirkulation des M. cremaster basierend auf 

intravitalmikroskopischem Bildmaterial 

Anzahl der adhärenten c-kit+ Knochenmark-Stammzellen in der Kontroll- und HMGB-1-Gruppe 
(* P< 0.05 vs. Kontrollgruppe). 
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3.5    Quantifizierung des HMGB-1 vermittelten Rollings und der festen Adhäsion   

        von WT c-kit
+
 Stammzellen in TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-Mäusen  

Um die Rolle von Toll-like-Rezeptor-2 und -4 in dem HMGB-1 vermittelten 

endothelialen Adhäsionsverhalten der c-kit+ Zellen zu untersuchen, wurden weitere 

Versuche durchgeführt. Nach Anregung mit HMGB-1 wurden hierzu die Interaktionen 

zwischen Endothel und c-kit+ Knochenmark-Stammzellen aus WT Mäusen in TLR-2- 

und in TLR-4 knock-out Mäusen in vivo untersucht. In den TLR-2 (-/-) und TLR-4 (-/-) 

Mäusen unterschied sich der Anteil an rollenden Zellen nach lokaler HMGB-1 

Behandlung nicht signifikant von der Kontroll-Gruppe (c-kit+ Rolling: 8.8±3.9% in der 

TLR-2 (-/-)-Gruppe und 3.1±1.6% in der TLR-4 (-/-)-Gruppe gegenüber 9± 3.2% in der 

Kontroll-Gruppe, P= 0.3). Im Gegensatz zu den WT-Mäusen induzierte die lokale 

Superfusion des M. cremaster mit aktivem HMGB-1 in den TLR-2 (-/-)- und           

TLR-4 (-/-)-Mäusen kein Rolling (Abb. 13A). Die Anzahl der fest adhärenten c-kit+ 

Knochenmark-Stammzellen war im Vergleich zu den WT-Mäusen nach einer lokalen 

HMGB-1 Behandlung in den TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-Tieren eindeutig verringert 

(c-kit+ Zell-Adhäsion: 1.5±1.4 Zellen/mm² in der TLR-2 (-/-)-Gruppe und 2.4±1.4 

Zellen/mm² in der TLR-4 (-/-)-Gruppe gegenüber 14.6±5.1 Zellen/mm² in der HMGB-

1-Gruppe, P<0.05) (Abb. 13B).  
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Abbildung 13: Quantifizierung des HMGB-1 vermittelten c-kit
+
 Rollings  und Adhärenzverhaltens 

nach lokaler Superfusion mit HMGB-1 in der Mikrozirkulation des M. cremaster basierend auf 

intravitalmikroskopischem Bildmaterial 
A, Anteil der rollenden WT c-kit+ Knochenmark-Stammzellen in TLR knock-out Mäusen  
B, Anzahl der adhärenten WT c-kit+ Knochenmark-Stammzellen in TLR knock-out Mäusen 
(* P< 0.05 vs. Kontroll-Gruppe,  # P< 0.05 vs. HMGB-1-Gruppe). 
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3.6    HMGB-1 induziertes Rolling und feste Adhärenz von c-kit
+
 Zellen  

         aus TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-Mäusen in Wildtyp-Mäusen   

Da Toll-like Rezeptoren sowohl auf endothelialen Zellen also auch auf der 

Stammzelloberfläche exprimiert werden, ist es wichtig zu klären, ob die Effekte der 

HMGB-1 vermittelten Stammzell-Endothel-Interaktionen hauptsächlich von Seiten des 

Endothels oder von Seiten der Stammzellen hervorgehen. Dazu wurde das Rolling und 

Adhäsionsvermögen von c-kit+ Knochenmark-Stammzellen aus TLR-2 (-/-)- und TLR-4 

(-/-)-Mäusen im Gefäßnetz von Wildtyp-Mäusen untersucht. Nach HMGB-1 

Superfusion des M. cremaster war die Anzahl der rollenden TLR-2 (-/-)- und           

TLR-4 (-/-)-c-kit+ Zellen im Vergleich zu der unbehandelten Kontroll-Gruppe 

signifikant erhöht (c-kit+ Rolling: 18.6±1.2% in der TLR-2 (-/-)-Zell-Gruppe und 

18.2±2.2% in der TLR-4 (-/-)-Zell-Gruppe gegenüber 9± 3.2% in der Kontroll-Gruppe, 

P< 0.01 und P< 0.05). Verglichen mit der HMGB-1-Gruppe gab es keinen signifikanten 

Unterschied in Bezug auf die Anzahl der rollenden Zellen in der TLR-2 (-/-)- und der 

TLR-4 (-/-)-Zell-Gruppe (Abb. 14A). Nach lokaler HMGB-1 Behandlung war die 

Anzahl fest adhärenter TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-c-kit+ Knochenmark-Stammzellen 

im Gegensatz zu der Kontroll-Gruppe signifikant erhöht (c-kit+ Zell-Adhäsion: 16.3±5.2 

Zellen/mm² in der TLR-2 (-/-)-Zell-Gruppe und 11.7±3.6 Zellen/mm² in der            

TLR-4 (-/-)-Zell-Gruppe gegenüber 1.1±1.0 Zellen/mm² in der Kontroll-Gruppe, 

P<0.05) (Abb. 14B). Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl adhärenter 

Zellen in den TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-Zell-Gruppen im Vergleich zu der HMGB-1-

Gruppe (P= 0.84 und P= 0.82).  
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Abbildung 14: Quantifizierung des HMGB-1 vermittelten c-kit
+
 Rollings und Adhärenzverhaltens 

nach lokaler Superfusion mit HMGB-1 in der Mikrozirkulation des M. cremaster basierend auf 

intravitalmikroskopischem Bildmaterial 
A, Anteil  der rollenden TLR-2 (-/-) und TLR-4 (-/-) c-kit+ Knochenmark-Stammzellen in WT-Mäusen 
B, Anzahl der adhärenten TLR-2 (-/-) und TLR-4 (-/-) c-kit+ Knochenmark-Stammzellen in WT-Mäusen 
(* P< 0.05 vs. ‘Kontrolle’, # P< 0.05 vs. ‘HMGB-1’). 
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3.7    HMGB-1 vermittelte Expression von eNOS  

Um zu klären, inwieweit die Behandlung mit HMGB-1 die Expression von eNOS im M. 

cremaster verändert, wurden weitere immunhistochemische Analysen durchgeführt. 

Hierbei konnte ein eindeutiges eNOS-Expressionsmuster im HMGB-1 behandelten 

Muskeln identifiziert werden. Die endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase wurde in 

denjenigen endothelialen Zellen sichtbar gemacht, die das Gefäßlumen begrenzten 

(Abb. 15).  

 

 

 

 
 

 

 

 

Abbildung 15: HMGB-1 Superfusion vermittelte eNOS Expressionserhöhung 

Repräsentative Bilder von eNOS Expressionsmustern in der HMGB-1-Gruppe (konfokale Mikroskopie). 
eNOS+ Signale (grün) waren reichlich an der endothelialen Auskleidung (obere Bilder) und mit 
adhärenten hämatopoetischen Zellen colokalisiert (untere Felder). TOPRO-3 in den Nuclei (rot).  
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3.8    HMGB-1 vermittelte Hochregulierung der P-Selectin Expression  

        im Gewebe des M. cremaster  

Es wurden die Effekte von HMGB-1 auf die Adhäsionskapazität von Endothelzellen 

und zirkulierenden Zellen untersucht. Dazu erfolgten quantitative mRNA-Level 

Bestimmungen von P-Selektin mittels real-time PCR. Nach M. cremaster Superfusion 

mit HMGB-1 zeigte sich eine signifikante Transkriptionserhöhung der mRNA von P-

Selektin (P<0,01) (Abb. 16). In der TLR-2 (-/-)-Gruppe war die P-Selektin Expression 

nach der Behandlung drastisch reduziert (P<0,01) (Abb. 16).  

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

Abbildung 16: Die mRNA Level von P-Selektin in An- oder Abwesenheit von TLR-2 und -4 

Quantitative real-time PCR Analysen in den Kontroll-, HMGB-1-, TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-Gruppen. 
Der Wert der durchschnittlichen mRNA Expressions-Level von eNOS und c-kit in der Kontroll-Gruppe 
wurde willkürlich mit 1 beziffert (Linie). ‚Fold difference‘ ist das Verhältnis der Genexpression in Bezug 

auf das Grundniveau. (** P< 0.01 vs. Kontroll-Gruppe).  
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3.9   Quantifizierung der HMGB-1 vermittelten Interaktionen zwischen 

Leukozyten und Endothel im Gewebe des M. cremaster  

In Anbetracht der Wirkung von HMGB-1 als potentieller Mediator von 

Entzündungsreaktionen wurde zuerst eine praktikable Dosierung des Chemokins 

(Dosis/Resultat Test) mittels IVM evaluiert (Daten nicht gezeigt). Nachdem die 

günstigste Menge des Proteins (400ng/ml) bestimmt wurde, folgten Untersuchungen 

über die Interaktionen zwischen endogenen Leukozyten und dem Endothel in der M. 

cremaster Mikrozirkulation von WT-Mäusen. Die HMGB-1 Superfusion verursachte 

eine signigikante Zunahme der endogenen Leukozytenadhäsion (Abb. 17). 

 

 

 

 

     

 

 

 

 

 

Abbildung 17: Endogene Leukozytenadhäsion im M. cremaster nach HMGB-1 Superfusion  
Anzahl der adhärenten Leukozyten in der Kontroll- und HMGB-1-Gruppe 
(* P< 0.05 vs. Kontroll-Gruppe) 
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3.10    HMGB-1 vermittelte ß1-Integrin-, P-Selektin- und ICAM-1-Polarisation  

          in murinen Endothelzellen  

Es wurden die Auswirkung von HMGB-1 auf die Expression und die Umverteilung von 

ß1-Integrin, P-Selektin und ICAM-1 auf der endothelialen Zellmembran analysiert. 

Dazu wurden SVEC Zellen mit dem Chemokin inkubiert und anschließend mittels 

konfokaler Mikroskopie betrachtet. Im Gegensatz zu der unbehandelten Kontroll-

Gruppe kam es in der mit HMGB-1 behandelten Gruppe zu einer eindeutigen 

Polarisation der oben genannten Oberflächenmoleküle. Das HMGB-1 Signal 

verursachte eine sofortige Reaktion der SVEC Zellen, die dann eine signifikante 

Membranumverteilung von ß1-Integrin (10±2 Zellen/HPF, P<0.05), P-Selektin (8±4 

Zellen/HPF, P<0.05) und ICAM-1 (30±4 Zellen/HPF, P<0.01) zeigten. Um diese 

Effekte zusätzlich zu quantifizieren, wurden die SVEC Zellen zusätzlich mit  SDF-1α 

und TNF-α  stimuliert. Hierbei handelt es sich um bekannte Mediatoren der Zell-Zell 

Interaktionen. Die Behandlung mit dem Entzündungsmediator TNF-α verursachte eine 

ß1-Integrin-, P-Selektin- und ICAM-1-Polarisation in ähnlichem Ausmaß wie nach 

HMGB-1 Inkubation. Auch eine SDF-1α Vorbehandlung der Zellen induzierte eine 

signifikante Polarisation von ICAM-1. Dahingegen wurde keine signifikante 

Polarisation von ß1-Intergrin und P-Selektin beobachtet (Abb. 18).  
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Abbildung 18: HMGB-1-vermittelte Expression von Adhäsionsmolekülen in SVEC 

A, Anzahl der SVEC mit ß1-Integrin Polarisation nach Chemokin-Stimulation 
B, Anzahl der SVEC mit einer Umverteilung von P-Selektin nach Chemokin-Stimulation 
C, Anzahl der Zellen mit ICAM-1 Polarisation nach Chemokin-Stimulation 
(** P< 0.01 vs. Kontroll-Gruppe; * P< 0.05 vs. Kontroll-Gruppe, HPF= 630× Vergrößerung) 
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Abbildung 18: HMGB-1-vermittelte Expression von Adhäsionsmolekülen in SVEC 

Repräsentative Bilder der Fluoreszenzfärbung mittels konfokalen Mikroskopie 
D, Grün: ß1-Integrin-Oberflächenverteilung, unbehandelt und nach Chemokin-Stimulation 
E, Grün: P-Selektin-Oberflächenverteilung, unbehandelt und nach Chemokin-Stimulation 
F, Grün: ICAM-1-Oberflächenverteilung, unbehandelt und nach Chemokin-Stimulation  
Kernfärbung: Rot: TOPRO-3  
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4.   Diskussion  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von HMGB-1, TLR-2 und TLR-4 

auf die einleitenden Phasen der c-kit+ Knochenmark-Stammzell-Diapedese und              

-Transmigration in vivo zu untersuchen. Ein weiteres Ziel bestand darin, in vitro 

nachzuweisen, inwieweit HMGB-1 die Expression von Adhäsionsmolekülen 

beeinflusst. Dazu wurden vorwiegend diejenigen Oberflächenmoleküle untersucht, die 

an den Prozessen des Rollings und der Adhäsion am Endothel beteiligt sind. In dieser 

Arbeit konnten zum ersten Mal die HMGB-1 vermittelten Interaktionen zwischen c-kit+ 

Knochenmark-Stammzellen und dem Endothel der Mikrozirkulation des M. cremaster 

unter Verwendung der intravitalen Mikroskopie beschrieben werden. In vivo löste die 

Vorbehandlung des murinen Muskels mit HMGB-1 einen signifikanten Anstieg an 

rollenden und adhärenten c-kit+ Knochenmark-Stammzellen aus. Diese Prozesse sind als 

erste Schritte der zellulären Extravasation unabdingbar. Des Weiteren konnte eine 

drastische Hochregulierung von eNOS Signalen im M. cremaster nach HMGB-1 

Superfusion verzeichnet werden. Es zeigte sich, dass das Vorhandensein der beiden 

HMGB-1 Rezeptoren TLR-2 und TLR-4 auf den endothelialen Zellen obligatorisch für 

die  HMGB-1 vermittelten Affinitätssteigerung zwischen c-kit+ Stammzellen und der 

Gefäßwand war. Zwischen den TLR-2 (-/-)- und den TLR-4 (-/-)-Mäusen konnte kein 

signifikanter Unterschied in den HMGB-1 vermittelten Effekten hinsichtlich Rolling 

und feste endotheliale Adhäsion festgestellt werden. Des Weiteren konnte dargelegt 

werden, dass für die HMGB-1 vermittelte Expression von P-Selektin das Vorhandensein 

von funktionstüchtigen Toll-like Rezeptor-2 Molekülen entscheidend war. Zusätzliche 

Untersuchungen in vitro zeigten die zentrale Rolle der HMGB-1 Stimulation für die 

Reorganisation wichtiger Adhäsionsmolekülen auf der Zellmembran des Endothels. 

 

Die Analysen anhand der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie lassen vermuten, dass es 

durch eine HMGB-1 Superfusion zu einer sofortigen Aktivierung des Endothels in der 

Mikrozirkulation des M. cremaster kommt. Durch diese Aktivierung wurde eine 

signifikante Erhöhung des Rollings und Adhäsionsverhaltens der c-kit+ Knochenmark-

Stammzellen ausgelöst. Das wiederum lässt annehmen, dass HMGB-1 einen Einfluss 

auf die Aktivierung von endothelialen Signalwegen besitzt, welche die Extravasation 

der c-kit+ Zellen einleiten.  
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In der aktuellen Literatur finden sich keine Studien die sich auf die direkte intravital-

mikroskopische Betrachtung der von HMGB-1 vermittelten Interaktionen zwischen c-

kit+ Knochenmark-Stammzellen und dem vaskulärem Endothel konzentrieren. Nur 

wenige Arbeiten beschreiben Analysen des murinen Knochenmarks anhand der 

intravitalen Mikroskopie [62, 63]. Der Großteil der Studien, die an nicht-

knochenmarkhaltige Organen durchgeführt wurden, konzentriert sich auf 

Untersuchungen über das Verhalten von reifen Leukozyten mittels IVM [64, 65]. Es 

sind nur eine geringe Zahl an Arbeiten über die peripheren Interaktionen zwischen 

Stammzellen und Endothel in vivo verfügbar [26, 66, 67]. In einer dieser Studien wurde 

beschrieben, dass SDF-1α das Adhäsionsvermögen von c-kit+ Knochenmark-

Stammzellen nur in Anwesenheit von weiteren proinflammatorischen Faktoren, wie 

beispielsweise TNF-α, signifikant erhöhen kann [26]. In der hier vorliegenden Arbeit 

wird nun gezeigt, dass die alleinige Behandlung mit HMGB-1 das Rolling und 

Adhärenzvermögen von c-kit+ Zellen am Endothel signifikant erhöht. Dieses Ergebnis 

kann die Hinweise auf eine HMGB-1 vermittelte Entzündungsreaktion bestärken [33, 

36]. Ein weiterer Aspekt, der diese Hypothese stützt, ist das Adhäsionsverhalten von 

Leukozyten. So konnte in der vorliegenden Arbeit ein Anstieg an adhärenten endogenen 

Leukozyten nach HMGB-1 Behandlung beschrieben werden. Ein gleichartiger Effekt 

konnte in einer vorangegangen Studie mittels SDF-1α Behandlung nicht erzielt werden 

[26].     

 

Bereits in früheren Studien konnten die grundlegenden Funktionen von eNOS für die 

endotheliale Progenitorzell-Mobilisation und das Vorläuferzell-Homing belegt werden 

[68, 69]. Die drastische Hochregulierung von eNOS im murinen Muskel nach HMGB-1 

Superfusion bestätigt die Fähigkeit von HMGB-1, das Homing von c-kit+ 

Knochenmark-Stammzellen positiv zu beeinflussen. Weiterhin lässt es vermuten, dass 

dieses Homing-Potential möglicherweise mit einer lokalen eNOS Aktivierung in 

Verbindung gebracht  werden kann. 

 

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal eine zentrale Rolle der Toll-Like Rezeptoren 2 

und 4 für das Rolling und Adhärenzvermögen von c-kit+ Knochenmark-Stammzellen 

aufgezeigt. Chavakis et al belegten, dass HMGB-1 die endotheliale Progenitorzell-

Migration und -Adhäsion in Abhängigkeit von RAGE steigert [35]. Van Zoelen und 

Mitarbeiter fanden anhand eines Mausmodells heraus, dass der HMGB-1 assoziierte 
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Anstieg an TNF-α sowie Interleukin-6 und die Zunahme an neutrophilen Leukozyten in 

Abhängigkeit von Toll-like Rezeptor 4 und RAGE geschieht [70]. Demgegenüber 

beschrieb die Arbeitsgruppe von Yu unterschiedliche Angriffspunkte von TLR-2 und 

TLR-4 im HMGB-1 Signalweg  [71]. In den Untersuchungen der vorliegenden Studie 

stellte sich heraus, dass das Fehlen von TLR-2 und -4 auf den vaskulären 

Endothelzellen die Aufhebung der HMGB-1 vermittelten Interaktionen zwischen c-kit+ 

Zellen und dem Endothel bewirkte. Dahingegen zeigten sich keine Auswirkungen auf 

das Rolling und Adhärenzverhalten in den Venolen von Wildtyp-Mäusen, wenn c-kit+ 

Knochenmark-Stammzellen aus TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-Mäusen injiziert wurden. 

Diese Ergebnisse machen die entscheidende Rolle von Toll-like Rezeptor 2 und 4 auf 

Endothelzellen für die HMGB-1 vermittelte c-kit+ Zellmigration deutlich. Zusätzlich 

konnte hier nachgewiesen werden, dass die Blockierung sowohl von TLR-2 als auch 

von TLR-4 eine HMGB-1 vermittelte c-kit+ Zellmigration aufhob. Das deutet darauf 

hin, dass beide Rezeptoren gemeinsam an dem Vorgang der Migration beteiligt sind. 

Die Analysen der real-time PCR lassen vermuten, dass TLR-2 die HMGB-1 vermittelte 

Adhärenz durch P-Selektin vermittelt. Dagegen beeinflusst der TLR-4 Signalweg 

wahrscheinlich ein anderes Adhäsionsmolekül-Muster.  

 

Um den Einfluss von HMGB-1 auf die Adhäsionsmolekül-Expression weiter zu 

erforschen, wurden in dieser Arbeit Versuche mit einer endothelialen Zelllinie (SVEC) 

unternommen. Hierbei konnte gezeigt werde, dass es durch eine HMGB-1 

Vorbehandlung der murinen Zellen zu einer signifikanten Umverteilung von β1-

Integrin, P-Selektin und ICAM-1 auf der Zellmembran kam. Die Bedeutung von β1-

Integrinen für die Erkennung von Molekülen der extrazellulären Matrix ist umfangreich 

erforscht worden [72, 73, 74, 75]. Beispielsweise tragen die Moleküle zu den 

grundlegenden Mechanismen zur Aufrechterhaltung und Funktionsfähigkeit der 

Blutgefäße bei. Diese umfassen unter anderem die Zell-Ausbreitung, die -Retraktion, 

die -Polarisation und die -Migration [76, 77]. Dies lässt vermuten, dass die HMGB-1 

vermittelte ß1-Integrin Umverteilung auf der endothelialen Zellmembran bei der 

Migration und Extravasation der c-kit+ Knochenmark-Stammzellen eine Rolle spielt. 

Zusätzlich weisen die Auswirkungen von HMGB-1 auf die Polarisation von P-Selektin 

und ICAM-1 darauf hin, dass dieses Chemokin eine wichtige Funktion für das 

Stammzell-Homing besitzt. Die Polarisationen der beiden Adhäsionsmoleküle in der 

endothelialen Zelllinie (SVEC) deuten an, dass HMGB-1 seine Wirkung frühzeitig auf 
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die Zellen ausübt. Somit wird das Endothel aktiviert, was wiederum das c-kit+ Zell-

Homing auslöst. Möglicherweise teilen sich der Prozess des c-kit+ Knochenmark-

Stammzell-Homings zum Ort der Neovaskularisation und der Vorgang das Homings 

von Leukozyten zum Ort der Entzündung einige grundlegende Mechanismen.  

 

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass HMGB-1 das Ausmaß des Homings von c-kit+ 

Knochenmark-Stammzellen im peripheren Gewebe in vivo erhöhen kann. Weiterhin  ist 

es wahrscheinlich, dass HMGB-1 die endothelialen Zellen sowohl in vivo als auch in 

vitro aktivieren kann. Diese Effekte scheinen durch endothelseitige-, aber nicht durch 

stammzellseitige-Toll-like-Rezeptoren reguliert zu werden. Diese Arbeit hebt zwei 

wichtige Wirkungen von HMGB-1 besonders hervor: einerseits die Verstärkung der 

Stammzellrekrutierung für eine Geweberegeneration durch HMGB-1, andererseits die 

essenziellen Funktionen nachgeschalteter Toll-like Rezeptor-abhängiger Signalwege in 

diesem Zusammenhang. 
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5.   Zusammenfassung 

High mobility group box 1 (HMGB-1) ist ein sehr effizientes chemotaktisches Signal 

sowohl für Entzündungszellen als auch für Stammzellen. In der vorliegenden Arbeit 

konnten einerseits die Mechanismen beurteilt werden, die das HMGB-1 vermittelte 

Rolling und Adhäsionsverhalten der c-kit+ Knochenmark-Stammzellen regulieren. 

Andererseits wurde geprüft, ob Toll-like Rezeptor-2 und -4, welche auf Endothelzellen 

und c-kit+ Zellen exprimiert werden, an der Aktivierung von nachgeordneten 

Migrationssignalen für  c-kit+ Knochenmark-Stammzellen beteiligt sind. 

Die Auswirkungen einer HMGB-1 Behandlung auf die Interaktionen zwischen c-kit+ 

Zellen und Endothel wurden anhand eines Cremastermuskel-Modells an Wildtyp-, 

TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-Mäusen betrachtet. Nach einer lokalen HMGB-1 

Administration wurde ein signifikanter Anstieg des Rollings der c-kit+ Knochenmark-

Stammzellen beobachtet (32.4±7.1 % in der WT-Gruppe vs. 9.9 ± 3.2 % in der Kontroll-

Gruppe, P<0.05). Die Anzahl der fest adhärenten c-kit+ Knochenmark-Stammzellen war 

um mehr als das 13-fache höher als in der Kontroll-Gruppe (14.6±5.1 Zellen/mm² in der 

WT-Gruppe vs. 1.1±1.0 Zellen/mm² in der Kontroll-Gruppe, P<0.05). In den Gruppen 

der knock-out Mäuse unterschied sich die Menge der Zellen, die ein typisches Rolling 

zeigten, nicht signifikant von der Menge der Kontroll-Gruppe. Im Vergleich zu den 

Wildtyp-Mäusen war die Zahl fest adhärenter c-kit+ Knochenmark-Stammzellen in den 

Gruppen der TLR-2 (-/-)- und TLR-4 (-/-)-Mäuse signifikant verringert (1.5±1.4 

Zellen/mm² in der TLR-2 (-/-)-Gruppe und 2.4±1.4 Zellen/mm² in der TLR-4 (-/-)-

Gruppe vs. 14.6±5.1 Zellen/mm² in der WT-Gruppe, P<0.05). TLR-2 (-/-)- und        

TLR-4 (-/-)-c-kit+ Knochenmark-Stammzellen, die WT Mäusen injiziert wurden, zeigten 

keine signifikante Reduktion des Rollings und Adhäsionsverhaltens im Vergleich zu 

WT Stammzellen. Des Weiteren wurde nach entsprechender HMGB-1 Vorbehandlung 

eine deutliche Polarisation von endothelialen Adhäsionsmolekülen, die eine zentrale 

Rolle für das Rolling und Adhäsionsverhalten von Stammzellen und Leukozyten 

besitzen, in vivo und in vitro beobachtet. 

Zusammenfassend kann man schlussfolgern, dass HMGB-1 die Interaktionen von c-kit+ 

Knochenmark-Stammzellen mit dem Endothel und damit das konsekutive Stammzell-

Homing sowohl über den TLR-2- als auch über den TLR-4 vermittelten Signalweg 

beeinflusst. 
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7.    Anhang 

 

I  Thesen 

  

1 Die Faktoren, die die gerichtete Zielwanderung (Homing) transplantierter 

Knochenmark-Stammzellen in knochenmarksferne Organe beeinflussen, sind bisher 

nur in Ansätzen untersucht. 

 

2 Dazu wurde der Musculus cremaster der Maus so präpariert, dass injizierte c-kit+ 

Stammzellen aus dem Knochenmark einer Spendermaus in ihrem intravaskularen 

Verhalten direkt beobachtet werden konnten. 

 

3 Im unbehandelten M. cremaster zeigten c-kit+ Knochenmark-Stammzellen eine 

geringe Interaktion mit dem Endothel der postkapillaren Venolen. 

 

4 Erst nach Superfusion des Muskels mit HMGB-1 wurde ein signifikanter Anstieg des 

Rollings und der Stammzelladhärenz am Endothel des Zielorgans verzeichnet.  

 

5 Nach Superfusion mit dem aktiven Chemokin zeigte sich eine moderate Erhöhung der 

Leukozytenadhärenz. 

 

6 Das Vorhandensein der beiden HMGB-1 Rezeptoren TLR-2 und TLR-4 auf den 

endothelialen Zellen ist obligatorisch für die in These 4 beschriebenen Interaktionen 

der Stammzellen mit dem Endothel. 

 

7 Für die HMGB-1 vermittelte Expression von P-Selektin ist das Vorhandensein von 

funktionstüchtigen TLR-2 Molekülen entscheidend. 

 

8 HMGB-1 vermittelt eine Umverteilung von β1-Integrin, P-Selektin und ICAM-1 auf 

der Zellmembran von Endothelzellen. 
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