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1 Einleitung 
1.1 Mesenchymale Stammzellen aus der Speicheldrüse 
Adulte Stammzellen haben in den letzten Jahren signifikantes Interesse in der regenerativen 

Medizin hervorgerufen. Diese Zellen konnten aus den unterschiedlichsten Geweben isoliert 

werden, scheinen aber lediglich in geringer Menge in den Geweben vorhanden zu sein. Für 

die klinische Anwendung sind aber große Mengen dieser Zellen notwendig die ein verlässli-

ches Differenzierungspotential aufweisen. Hierfür ist die Identifizierung neuer Stammzell-

quellen ebenso unerlässlich, wie die Etablierung optimaler Bedingungen in der Zellkultur. 

Zusätzlich sollte das Gewebe aus dem die Stammzellen isoliert werden, gut zugänglich sein 

und unter minimalem invasivem Einsatz, möglichst unter Lokalanästhesie, gewonnen werden 

können. Die typischen Stammzellcharakteristika sind ihre Plastikadhärenz, eine uneinge-

schränkte Potenz in ihrer Selbsterneuerung und die Fähigkeit zur Differenzierung in multiple 

Zelllinien [129,130]. 

Mesenchymale Stammzellen, die in der Therapie genutzt werden, stammen zu einem großen 

Teil aus Knochenmarksaspiraten. Hieraus konnten sie durch ein spezifisches Isolierungspro-

tokoll und ihre selektive Plastikadhärenz gewonnen werden. Eine Fragestellung dieser Arbeit 

war es, ob verschiedene Speicheldrüsen ebenfalls als Quelle mesenchymaler Stammzellen 

dienen können. Zielsetzung war es ein geeignetes Isolierungsprotokoll hierfür zu etablieren. 

MSC aus dem Knochenmark zeigen nach ein- bis zweiwöchiger Kultivierung ein relativ ein-

heitliches Bild bezüglich ihrer Morphologie und Expression von Oberflächenmarkern. So 

sind diese Zellen nach in vitro Expansion positiv bezüglich der Marker CD73, CD105 (En-

doglin) und CD90 (Thy-1), negativ hingegen bezüglich des Zelloberflächenmoleküls CD34, 

welches auf hämatopoetischen Progenitoren und Endothelzellen exprimiert wird, als auch 

bezüglich des hämatopoetischen Markers CD45 [127]. Eine weitere Fragestellung dieser Ar-

beit war es, ob die isolierten Zellen aus den Speicheldrüsen eine einheitliche Morphologie 

aufweisen oder ob Unterschiede in der Zellmorphologie nachzuweisen sind, je nachdem aus 

welcher Speicheldrüse sie isoliert wurden. Zusätzlich sollte geklärt werden, inwieweit sie die 

gleichen Marker wie mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark exprimieren. Ziel-

setzung hierbei war es, geeignete Marker für die zielsichere Identifizierung von MSC aus 

Speicheldrüsen zu finden. 

Weiterhin sollte das Differenzierungspotential der isolierten Zellen ermittelt werden und 

wiederum, ob hierbei Herkunsftsunterschiede nachzuweisen sind. 
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Anschließend galt es vergleichbare Zellen aus murinen Speicheldrüsen zu isolieren, diese zu 

Charakterisieren und ein adäquates Mausmodel für Xerostomie zu entwickeln. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Tumoren im Kopf-Hals-Bereich  
2.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren 

Im Kopf-Hals-Bereich vorkommende Krebserkrankungen liegen in Deutschland mit einer 

geschätzten Zahl der jährlichen Neuerkrankungen von 13.600 hinsichtlich der Erkrankungs-

häufigkeit an 7ter Stelle für Männer und an 15ter Stelle für Frauen. Der Anteil dieser Erkran-

kungen an den durch Krebs bedingten Sterbefällen liegt bei 3,4 %. Das mittlere Manifestati-

onsalter beträgt 60 +/- 15 Jahre, wobei Männer ca. viermal so häufig betroffen sind wie 

Frauen [1,2]. Etwa 90% dieser Krebserkrankungen sind Plattenepithelkarzinome [3]. Platte-

nepithelkarzinome sind von Epithelien der Haut und Schleimhaut ausgehende maligne Tu-

moren und werden im Kopf-Hals-Bereich als HNSCC (head and neck squamous cell carci-

noma) bezeichnet. Das Risiko einer Zweitneoplasie bei Plattenepithelösophaguskarzinomen 

liegt bei 9,3-11,4% [4]. Hauptrisikofaktoren sind Tabak- und Alkoholkonsum, wobei diese 

Faktoren additiv wirken. Raucher erkranken bis zu sechsmal häufiger an Tumoren des Kopf-

Hals-Bereiches als Nichtraucher und die überproportional vom Malignombefall betroffenen 

Abschnitte des oberen Aerodigestivtraktes wie Larynx, Mundhöhle, Zunge, Oro- und Hy-

popharynx unterstreichen das kanzerogene Potential von Alkohol- und Tabakkonsum 

[5,6,7,8]. 

Die Entstehung von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich, insbesondere des Kehlkopfes, wird 

außerdem mit der Exposition bestimmter Stoffe, wie Asbest, Arsen, Nickel, Chrom oder po-

lyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe in Zusammenhang gebracht. Für einige Unterar-

ten dieser Krebserkrankungen stehen als Auslöser auch Viren, HPV-16 bei Mundhöhlen- und 

Larynx-Karzinomen [6,7], und Ernährungsfaktoren zur Diskussion [9]. Ebenso können 

schlechte Mundhygiene und chronische Traumen der Mundschleimhaut durch Prothesen oder 

Zähne das Risiko einer Erkrankung erhöhen. Bei positiver Familienanamnese wird ein erhöh-

tes Risiko von 3,5 angenommen, an HNSCC zu erkranken [6,10]. 

 

2.1.2 Einteilung nach Lokalisation, Ausdehnung (TNM-System) und histologischem 
Differenzierungsgrad (Grading) 

Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches werden nach verschiedenen Kriterien eingeteilt. Nach der 

Lokalisation differenziert man zwischen Tumoren der Mundhöhle (Oropharynx), des Ra-

chens (Naso- und Laryngopharynx), des Kehlkopfes (Larynx) und der Nasenhöhlen (Abbil-

dung 1). 
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Abbildung 1:  Darstellung möglicher Bereiche der Tumorlokalisation im 
Kopf-Hals-Bereich. Tongue = Zunge, Nasal cavity = Nasenhöhlen. 
Quelle: http://www.cancerhelp.org.uk/help/default_printer_friend.asp?page=17354 

 

 

Des Weiteren treten HNSCC in den Speicheldrüsen (Submandibularis, Parotis und Sublingu-

alis) und als Hautmetastasen auf. 

Eine von der UICC (“Union internationale contre le cancer”) vorgeschlagene Stadieneintei-

lung maligner Tumoren ist die TNM-Klassifikation. Dabei beschreibt T (Tumor) die Aus-

dehnung des Primärtumors, N (Nodulus) das Fehlen bzw. Vorhandensein von Lymphkno-

tenmetastasen und M (Metastase) der Nachweis von Fernmetastasen. Durch das Zufügen von 

Zahlen (z. B. T1, T2..., N0, N1..., M0, M1) wird die anatomische Ausdehnung des malignen 

Prozesses angegeben. 

Die prätherapeutische klinische TNM-Klassifikation wird unter Zugrundelegung der Ergeb-

nisse der klinischen, radiologischen, endoskopischen und weiteren relevanten Untersuchun-

gen vorgenommen (Tabelle 1). 

 

T Primärtumor 
T0 keine Evidenz für einen Primärtumor 
T1, T2, T3, T4 Evidenz zunehmender Größe des Primärtumors 
TX Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung des Sitzes oder Ausbreitungsgrades 

des Primärtumors liegen nicht vor. 
  
N regionäre Lymphknoten 
N0 keine Evidenz für einen Befall regionärer Lymphknoten 
N1, N2, N3 Evidenz zunehmenden Befalls regionärer Lymphknoten 
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N4 Evidenz des Befalls juxtaregionärer Lymphknoten 
NX Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung der regionären Lymphknoten liegen 

nicht vor. 
  
M Fernmetastasen 

M0 keine Evidenz für Fernmetastasen 
M1 Evidenz für Fernmetastasen 
MX Die Minimalerfordernisse zur Beurteilung des Vorhandenseins von Fernmetasta-

sen liegen nicht vor. 
Tabelle 1: Prätherapeutische klinische Tumor-Klassifikation (TNM) 

 

Die postoperative histopathologische Klassifikation (pTNM-Klassifikation) erfolgt durch die 

bei einem chirurgischen Eingriff und der histopathologischen Untersuchung gewonnenen 

Erkenntnisse unter Ergänzung oder Abänderung der prätherapeutischen TNM-Klassifikation 

(Tabelle 2). 

pT Primärtumor (pT0-pT4, pTX) 
G histopathologisches Grading (G1-G3, GX) zur Bestimmung des Malignitätsgra-

des (G0: hochgradig differenziert, G1: mittelgradig differenziert, G2: geringgra-
dig differenziert) 

L Einbruch in das Lymphsystem (L0-L2, Lx) 
V Einbruch in die Venen (V0-V2, VX) 
pN regionäre Lymphknoten (pN0-pN4, pNX) 
pM Fernmetastasen (pM0, pM1, pMX) 
Präfix y Dem definierten chirurgischen Eingriff ging eine andere Therapiemethode vor-

aus. 
Präfix r Rezidive 
Tabelle 2: Postoperative histopathologische Tumor-Klassifikation (pTNM) 

 

2.1.3 Diagnose, Therapie und Prognose 

Besteht der Verdacht auf einen Tumor im Mund-, Kiefer- oder Gesichtsbereich, erfolgt zu-

nächst eine klinische Untersuchung. Dabei wird die verdächtige Stelle palpatorisch unter-

sucht und der Hals nach Lymphknotenmetastasen abgetastet. Bei einer Untersuchung des 

Kehlkopfes wird eine Kehlkopfspiegelung durchgeführt bzw. bei Verdacht eines Ösopha-

guskarzinoms eine Endoskopie [4]. Erhärtet sich der Verdacht auf einen Tumor, wird für eine 

sichere Diagnose eine Gewebeprobe (Biopsie) entnommen, die histologisch untersucht wird. 

Die kurative Therapie besteht aus einer multimodalen Behandlung [11], wobei der Tumor 

vollständig mit 3D-Sicherheitsabstand von 1 cm chirurgisch, durch Neck-dissection (dt. 

Halspräparation), gemeint ist damit die Radikaloperation mit Ausräumung aller Lymphkno-

ten des Halses bei einer Tumoroperation im Kopf-Hals-Bereich, entfernt wird. Das Ziel ist es 

Metastasen des Tumors zu entfernen und eine weitere Streuung von Tumorzellen im Körper 
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zu verhindern [12]. Es folgt eine Radiotherapie, entweder eine perkutane Bestrahlung oder 

eine interstitielle Kontaktbestrahlung, meist in Verbindung mit einer Chemotherapie. Für die 

Chemotherapie wird häufig Cisplatin/Carboplatin, MTX, Bleomycin oder 5-FU [13] genutzt, 

wodurch eine 15-41%ige objektive Remission des Tumors erzielbar ist.     

Häufig ist nur eine palliative Therapie möglich, da es durch den chirurgischen Eingriff zu 

funktionellen Einschränkungen der anatomischen Strukturen kommen würde (z.B. Kehlkopf 

[11]) oder ein inoperables Tumorrezidiv tritt in einer vorbestrahlten Region auf. Hier wird 

eine simultane Radiochemotherapie [11,14-16] angewendet, wobei sich die interstitielle Kon-

taktbestrahlung (interstitielle Brachytherapie) als gut verträgliche und effiziente Bestrahlung 

erwiesen hat [14,15]. 

Die Brachytherapie (griech: brachys = nah) ist eine spezielle Form der Strahlentherapie, bei 

der eine Strahlenquelle innerhalb oder in unmittelbarer Nähe des zu bestrahlenden Volumens 

im Körper des Patienten platziert wird. Bei der interstitiellen Brachytherapie (interstitiell = 

dazwischenliegend) wird der Strahler mittels Nadeln, die zuvor in das zu behandelnde Volu-

men in Körpergewebe gestochen wurden, eingebracht. Der Patient wird hierfür in Voll- oder 

Teilnarkose und eine sterile Umgebung gebracht. Die verwendeten Strahlenquellen weisen 

einen Durchmesser von weniger als einem Millimeter auf, wodurch eine genaue Platzierung 

im Tumorgewebe möglich ist. Die verwendeten Nuklide sind meist Gammastrahler, wie Ir-

192 und Co-60, seltener Cs-137 oder Yb-169. Hierbei ist eine HDR (high dose rate) Bra-

chytherapie, mit einer hohen Aktivität der Quelle und einer Anwendungsdauer im Minuten-

bereich oder eine LDR (low dose rate) Brachytherapie, mit einer geringen Aktivität der 

Strahlenquelle und einer Anwendungsdauer im Stundenbereich, möglich. 

Die Erfolgsrate der heute verfügbaren Behandlungen beträgt 50 %. Trotz signifikanter Fort-

schritte in der Behandlung tritt in ca. 20-30% der Fälle ein Rezidiv des Tumors an der Pri-

märlokalisation auf [11,17]. Eine Vielzahl von tumor- und patientenabhängigen Faktoren 

beeinflusst die Prognose bei HNSCC-Patienten. Unter anderem hängt sie von Lokalisation, 

Stadium und Differenzierungsgrad des Primärtumors, der Existenz von Metastasen, dem all-

gemeinen gesundheitlichen Zustand des Patienten und dem Vorhandensein von ausge-

schwemmten Tumorzellen im peripheren Blut ab. Obwohl es signifikante Verbesserungen in 

der Tumortherapie gegeben hat, haben sich die Überlebensraten in den letzten 20 Jahren 

kaum verändert [18,19]. Trotzt dieser Fortschritte in der Behandlung betrug die 5-Jahres-

Überlebensrate in den letzten 30 Jahren weniger als 50%.  
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2.2 Speicheldrüsen 
2.2.1 Aufbau, Funktion 

Die großen Mundspeicheldrüsen Glandula parotidea, Glandula submandibularis und Glandu-

la sublingualis sind paarig angelegt. Sie sind ektodermalen Ursprungs und haben im Aufbau 

gemeinsam, dass sie von einer Bindegewebskapsel umgeben sind, von der Bindegewebssep-

ten ins Organinnere ziehen und ihr Parenchym aus Drüsenendstücken und Ausführungsgän-

gen besteht. Um die Drüsenendstücke und Ausführungsgänge besteht ein dichtes Netz aus 

Kapillaren und Nervenfasern. Die sekretorische Einheit besteht aus dem Acinus, Myoepithel-

zellen, den Schaltstücken, den Streifenstücken und dem Ausführungsgang. Die Acini können 

in drei verschiedene Typen aufgeteilt werden. Erstens die Serösen, Protein serzernierend, aus 

kugeligen Zellen bestehend und reich an Zymogengranula sind. Zweitens die Mucösen, Mu-

zin sezernierend und eher aus tubulären Zellen bestehend. Drittens die gemischten Endstü-

cke. Hier sitzen die serösen Zellen den mucösen Endstücken kappenförmig auf (von Ebner-

scher Halbmond). Die sternförmigen Myoepithelzellen liegen zwischen Basallamina und 

dem basalen Pol der Drüsenzellen. Sie umfangen die Drüsenendstücke und dienen dem Wei-

tertransport des Speichels von den proximalen in die distalen Teile des Ausführungsgangsys-

tems. 

Die Speichelproduktion erfolgt in zwei Phasen:  

1. Primäre Sekretion: Sie erfolgt in den Acinuszellen und das Produkt ist in Osmolalität 

und Zusammensetzung dem Plasma identisch.  

2. Ductale Sekretion: Hier ist das Produkt hypoton mit erniedrigtem Natrium- und er-

höhtem Kaliumgehalt, im Vergleich zum Plasma. 

                                  

Abbildung 2: Lage der großen Mundspeicheldrüsen  
                                                [Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/Speicheldrüsen] 

1) Glandula parotidea 
2) Glandula submandibularis 
3) Glandula sublingualis 
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Innerhalb von 24h werden ca. 1-1,5 Liter Speichel erzeugt. 7-8% werden von den kleinen 

Speicheldrüsen produziert, wobei der Anteil unabhängig von der Stimulierung ist. Bei Stimu-

lation entfallen 69% der Speichelproduktion auf die Parotis, 26% auf die Submandibularis 

und 5% auf die Glandula sublingualis. In unstimuliertem Zustand erzeugt die Parotis 26% 

des Speichels, die Submandibularis 69% und Sublingualis 5% [21, 49]. 

Im Allgemeinen lässt sich feststellen, dass Speichel zu 99,5% aus Wasser besteht, durch 

Glykoproteine und Elektrolyte angereichert. Im Vergleich zum Plasma besitzt er eine 7-fach 

höhere Konzentration an Kalium, 3-fach höher an Bicarbonaten und 1/10-fach niedriger an 

Natrium. Zusätzlich sind Kalzium, Phosphat, Chlorid, Thiocyanat und Harnstoff nachweis-

bar. Die Regulierung der Speichelsekretion unterliegt nervalen und hormonellen Einflüssen. 

Reizung des Parasympathicus führt zur Absonderung eines wässrigen, dünnflüssigen Spei-

chels, mit wenig organischen Anteilen. Bei Sympathicusreizung wird wenig, zähflüssiger 

Speichel produziert, mit hohem Anteil an organischen und anorganischen Anteilen. 

Die Funktion des Speichels lässt sich in acht Gebiete unterteilen: 

1. Befeuchtung und Schutz der Mundschleimhaut. Die Muzinschicht auf der Mund-

schleimhaut gilt als wichtigster nicht immunologischer Schutz der Mundhöhle 

2. Befeuchtung von trockenem Essen und Abkühlung heißer Nahrung 

3. Medium für gelöste Nahrungsbestandteile, zur Anregung der Geschmacksknospen 

4. Pufferung des Mundhöhleninhaltes durch Bikarbonate 

5. Verdauung von Kohlenhydraten und Lipase: Spaltung der 1-4 glykosidischen Bin-

dungen der Kohlenhydrate erfolgt durch die Alpha-Amylase, Fette werden durch die 

linguale Lipase angedaut 

6. Kontrolle der bakteriellen Mundflora: Lysozym greift die Bakterienwand an, IgA ist 

zur immunologischen Abwehr vorhanden 

7. Mineralisation von neuen Zähnen und Reparatur prekariöser Enamellumläsionen:, 

Dies erfolgt durch den hohen Kalzium- und Phosphatanteil im Speichel 

8. Formen einer protektiven „Hülle“ um die Zähne: Speichelproteine mit antibakterieller 

Wirkung legen sich um die Zähne 

 

2.2.1.1 Glandula parotidea 

Die Glandula parotidea, auch Parotis genannt, ist die größte der Mundspeicheldrüsen mit 

einem Gewicht von 14g und einer Ausdehnung von 5,8 cm nach craniocaudal und 3,4 cm 

nach ventrodorsal. Sie ist eine verzweigte, acinöse Drüse, mit ausschließlich serösen Zellen. 

Sie zeigt einen hohen Anteil von Fettzellen in den interstitiellen Bindegeweben. Hier befin-
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den sich auch Plasmazellen, die das Immunglobulin IgA bilden, welches in den Speichel ab-

gegeben wird und der immunologischen Abwehr von Pathogenen in der Mundhöhle dient. 

Als rein seröse Drüse ist die Parotis strahlenempfindlicher als die anderen großen Mundspei-

cheldrüsen [20], nach Radiatio konnte beobachtet werden, dass zuerst die serösen, dann erst 

die mucösen Acini zugrunde gehen [50]. 

 

2.2.1.2 Glandula submandibularis 

Die Glandula submandibularis ist nur halb so groß wie die Parotis, wird im englischen 

Sprachgebrauch häufig als Glandula submaxillaris bezeichnet und entspricht der Glandula 

mandibularis anderer Säuger. Es handelt sich hier um eine verzweigte tubulo acinöse Drüse, 

die seromucös ist, mit ca. 80% serösen Zellen des Drüsenvolumens. Die Anzahl von Schalt- 

und Streifenstücken ist geringer als in der Parotis. Das Sekret besitzt eine schwache Amyla-

seaktivität und enthält das Enzym Lysozym, welches in der Lage ist, die Bakterienwand zu 

hydrolysieren. 

Obwohl die Drüse anfälliger auf metabolische und physiologische Veränderungen reagiert, 

zeigt sie eine geringere Anfälligkeit gegenüber Strahlenschäden [20]. 

80-90% der Speicheldrüsensteinerkrankungen (Sialothiasis) kommen in der Submandibularis 

vor. Bei Obstruktion des Ausführungsganges kommt es zur Atrophie der Drüse, bei partiel-

lem Verschluss bildet sich eine Mucocele oder Ranula (Mucuscyste).  

 

2.2.1.3 Glandula sublingualis 

Die Glandula sublingualis hat im Gegensatz zur Parotis und Submandibularis keine wirkliche 

fasciale Kapsel. Zusätzlich ist nicht nur ein dominanter Ausführungsgang vorhanden, son-

dern ca. 10 kleinere Gänge. Sie ist eine verzweigte, tubulo-acinöse Drüse. Es überwiegen 

Endstücke mit ausschließlich mucösen Zellen, ca. 60% des Drüsenvolumens. Die serösen 

Zellen (30% des Drüsenvolumens) treten fast ausschließlich in von Ebnerschen Halbmonden 

auf. Schalt- und Streifenstücke fehlen fast vollständig. 

 

2.3 Xerostomie 
2.3.1 Definition 

Xerostomie ist Mundtrockenheit, verbunden mit einem chronischen Durstgefühl. Der physio-

logische Speichelfluss beträgt im Ruhezustand 0,3-0,4 Milliliter/Minute und bei Stimulation 
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ca. 2,0 Milliliter/Minute. Bei Xerostomie liegen Werte unter 0,2 bzw. 0,5 Milliliter/Minute 

vor. Hierbei ist aber nicht nur das Speichelvolumen beeinträchtigt, sondern auch die Spei-

chelzusammensetzung entspricht nicht mehr den physiologischen Werten. 

 

2.3.2 Ursachen 

Die Ursachen von Xerostomie sind zahlreich. Allergien können als Auslöser dienen, Medi-

kamente beeinträchtigen die Speichelproduktion, hierbei sind insbesondere die Psychophar-

maka zu erwähnen, wie z.B. Antidepressiva. Speicheldrüsenentzündungen (Sialadenitis) 

kommen ebenfalls als Ursache in Frage. 
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Tabelle 3: Entnommen Guggenheimer et al. 2003, die Tabelle zeigt gängige Medikamente, die vor allem bei 
älteren Menschen eine Xerostomie auslösen können. 

 

 

Einen besonderen Stellenwert nimmt die radiogene Xerostomie nach Strahlentherapie malig-

ner Kopf-Hals-Tumoren ein. Aufgrund der hohen Zahl betroffener Patienten und der primär 

schlechten Prognose wird die Lebensqualität dieser Patienten nicht nur durch die Xerostomie 

beeinträchtigt [21,22], sondern auch durch chirurgische Resektionen mit Deformitäten und 

Behinderungen des Schluck-, Sprechaktes und der Atmung. Zusätzlich treten im Rahmen der 

Bestrahlung des oberen Aerodigestivtraktes weitere Nebenwirkungen wie Knorpel- und Kno-

chennekrosen, Mukositis und Gewebefibrosierung [21] auf. Eine weitere Ursache für Xe-

rostomie stellt die Gruppe der Autoimmunerkrankungen dar. Beispielsweise sind etwa 4 Mio. 

Patienten in den USA an einem M. Sjögren erkrankt [23]. Bei dieser Erkrankung wendet sich 

das Immunsystem gegen die exokrinen Drüsen, wobei zwei Formen der Erkrankung unter-

schieden werden können. Die primäre Form stellt ein eigenes Krankheitsbild dar, indem es 

zur Mundtrockenheit (Xerostomie), Austrocknung des Auges (Xerophthalmie) und zu 

Durchblutungsstörungen in Fingern und Zehen (Raynaud-Syndrom) kommt. Die sekundäre 

Form tritt in Verbindung mit anderen entzündlichen Prozessen auf, wie z.B. einer rheumatoi-

den Arthritis oder dem systemischen Lupus erythematodes [24, 25]. Kennzeichnend für Au-

toimmunerkrankungen oder Xerostomie durch Radiatio, ist der Parenchymuntergang. Sowohl 

das Volumen der Speicheldrüsen, als auch die funktionsfähigen Acini sind reduziert [50], 

was eine signifikante Reduktion der Speichelproduktion zur Folge hat. 

 

2.3.3 Folgen 

Unabhängig welche Ursache die Xerostomie hat, sie beeinträchtigt nachhaltig die Lebens-

qualität des Patienten [21,22]. Neben einem permanenten Durstgefühl, kommt es zu Dyspha-
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gie, Beeinträchtigung der Sprachfähigkeit, einem reduziertem Geschmacksempfinden und 

einer Aversion gegen scharfe und trockene Nahrung [51, 52, 53]. Die Probleme in der Nah-

rungsaufnahme haben meist den Nebeneffekt des Gewichtsverlustes. Zusätzlich kommt es 

zur Mukositis und Ulcerationen der Mundschleimhaut. Da Xerostomie häufig bei Patienten 

über 65 Jahren verbreitet ist (ca. 30% der über 65 Jährigen in den USA [52], ergibt sich 

durch den oralen Diskomfort ein Problem im Tragen von Zahnersatz. Durch die fehlende 

Immunabwehr kommt es zu Veränderungen der oralen mikrobiellen Flora und somit zu bak-

teriellen Infekten und Pilzbesiedlungen [30], häufig durch den opportunistischen Keim Can-

dida albicans. Neben einer Akkumulation von Plaque, ist Karies, durch Demineralisation, bei 

Xerostomiepatienten weit verbreitet. 

 

2.3.4 Therapie  

Um die Schleimhautreizung möglichst gering zu halten, wird Xerostomiepatienten vom Ge-

nuss von Alkohol und Tabak abgeraten. Ebenso wird eine zuckerarme Ernährung angestrebt 

und eine Flouridsubstitution angeraten, um Karies einzudämmen [52] 

Zur Therapie der strahleninduzierten Xerostomie stehen verschiedene pharmakologische 

Substanzen und prophylaktische Maßnahmen zur Verfügung. Die Therapie des M. Sjögren, 

neben der systemischen Therapie der Autoimmunerkrankung mit Immunsuppresiva und der 

im Alter häufigen Hyposalivation, ist symptomatisch. Allerdings haben alle derzeit bekann-

ten Therapieformen entweder erhebliche Nebenwirkungen oder sind nur wenig effektiv. 

Während Amifostin zur Prävention der strahleninduzierten Xerostomie [26, 27, 28, 29] viel-

versprechende Effekte auf die akuten und chronischen Bestrahlungsnebenwirkungen zeigt, 

hat es gleichzeitig ein erhebliches Nebenwirkungsspektrum. Zusätzlich konnte noch nicht 

ausgeschlossen werden, dass die protektive Wirkung auf Gewebe, nicht auch für die onkoge-

nen Zellen gilt [31]. Das Wirkprinzip von Amifostin ist geklärt. Nachdem es in den Blut-

strom gelangt ist, wird es durch die Alkalische Phosphatase des Endotheliums hydrolysiert. 

Somit erhält es seine aktive Form und kann als potenter Radikalfänger in die Zellen und Zell-

kerne eindringen, um die DNA vor Strahlenschäden zu schützen,. Allerdings wird immer 

noch diskutiert, ob das Fehlen der Alkalischen Phosphatase im Tumorepithel und dessen sau-

res Mikromilieu ausreichend sind, um den Tumor nicht zu schützen [21]. Auch die sympto-

matische Therapie mit Pilocarpin oder künstlichem Speichel bietet keine zufriedenstellende 

Therapieoption für die betroffenen Patienten, da die Wirkung nur eingeschränkt nachgewie-

sen wurde und über Ansprechraten von etwa 50% berichtet wird [32]. Hinzu kommt eine 

limitierte Anwendung von Pilocarpin durch systemische anticholinerge Nebenwirkungen und 
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Kontraindikation bei einigen Erkrankungen (Glaukom, Herz-Kreislauferkrankungen, Asth-

ma, obstruktive Lungenerkrankungen u.a.). Die intensitätsmodulierte Strahlentherapie ist 

eine vielversprechende Option, die postradiogene Xerostomie zu reduzieren [33]. Jedoch ist 

sie für eine Vielzahl der Patienten nicht anwendbar oder steht an den entsprechenden Zentren 

noch nicht zur Verfügung. Die ebenfalls in der Literatur beschriebene, prophylaktische Ver-

lagerung einer Glandula submandibularis aus dem Strahlenfeld (Seikaly-Jha-Operation; [31, 

34, 35, 36]) in die Submentalregion hat sich in Europa bisher nicht zu einer etablierten The-

rapieform entwickeln können. Ihre Anwendung wird zusätzlich durch die Lokalisation des 

Primärtumors und bestehende Halslymphknotenmetastasen limitiert. 

Allerdings gibt es vielversprechende experimentelle Therapieansätze. In diesem Zusammen-

hang wäre die regenerative Medizin zu erwähnen. Ziel der regenerativen Medizin ist die 

Wiederherstellung von defekten Organfunktionen auf der Basis von Tissue-Engineering-

Verfahren oder der therapeutischen Verwendung von Stammzellen. Das Tissue-Engineering 

ist ein interdisziplinäres Arbeitsgebiet, das biologische mit ingenieurwissenschaftlichen und 

medizinischen Techniken verbindet, um Gewebe und Organe in vitro herzustellen. Die Erhal-

tung und Vermehrung funktionsfähigen, d. h. speichelproduzierenden Gewebes in vitro, ist 

die Grundvoraussetzung für dessen therapeutischen Einsatz. Die ersten Versuche mit stati-

schen Gewebekulturen der menschlichen Glandula submandibularis zeigten ein Ansteigen 

autolytischer Prozesse nach 48 h in vitro [37, 38]. Die Ausdehnung der Kulturdauer auf 2–3 

Wochen unter Erhalt eines differenzierten Submandibularisgewebes konnte durch die Ver-

wendung von Fibronektin, Laminin und Kollagen Typ I und IV als Matrixkomponenten, und 

dem Zusatz verschiedener Wachstumsfaktoren wie z. B. EGF und FGF erreicht werden [39, 

40]. In Gewebekulturen humanen Submandibularis- und Parotisgewebes stellten Dardick et 

al.(1993) fest, dass prinzipiell alle Zelltypen der Speicheldrüsen (Azinuszellen, Gangepithe-

lien und Myoepithelien) über einen Zeitraum von 28 Tagen gezüchtet und durch Zusatz des 

β-Sympathomimetikums Isoprotenerol (IPR) vermehrt werden können [41]. Als zusätzliche 

Effekte der IPR-Stimulation ließ sich ein gehäuftes Auftreten von Plattenepithelmetaplasien 

der kultivierten Speicheldrüsenzellen [41] und eine Stimulation der Amylasesekretion in 

vitro [42] nachweisen. Die Vermehrung humanen Speicheldrüsengewebes in vitro ist den-

noch als sehr schwierig einzustufen [43]. Womit fraglich ist, ob in der Zell- oder Gewebekul-

tur überhaupt ausreichende Mengen funktionsfähiger Speicheldrüsenzellen zur Besiedlung 

von Trägermaterialien erzielt werden können. Erstmalig wurden 1998 Tissue-Engineering-

Konzepte für Speicheldrüsen unabhängig voneinander durch zwei verschiedene Arbeitsgrup-

pen vorgestellt. Unter der Vorstellung, autologe Speicheldrüsenorganoide für eine minima-
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linvasive Applikation herzustellen, z. B. für die Injektion in die Mundschleimhaut bestrahlter 

Patienten, wurden Microcarrier mit enzymatisch vereinzelten humanen Parotiszellen besie-

delt [44]. Auf den verwendeten Microcarrier-Typen behielten die Parotiszellen ihre gewebe-

spezifischen Differenzierungsmerkmale bis zu 3 Wochen in vitro bei. In allen adhärenten 

Zellen ließ sich Zytokeratin als Zeichen für die epitheliale Differenzierung nachweisen. Hohe 

Konzentrationen des Tissue-Polypeptide-Antigens im Mediumüberstand, bei Speicheldrüsen 

ein spezifischer Marker für Gangepithelien, ließ auf die erhaltene Differenzierung dieser 

Zellpopulation schließen. Abfallende Amylase-Werte im Medium deuteten jedoch auf die 

fortschreitende Abnahme der sekretorischen Funktionen der Azinuszellen in vitro hin. Dar-

aus folgt, dass dieses Konzept der Herstellung von Speicheldrüsenorganoiden nur dann für 

therapeutische Zwecke nutzbar sein wird, wenn es gelingt, ihre Funktion in vitro langfristig 

zu erhalten [45]. Die Implantation eines mit Speicheldrüsenzellen besiedelten Kollagen-

schwammes im Tiermodell führte zu vergleichbaren Ergebnissen: Der Nachweis der Amyla-

seproduktion gelang bis zu 3 Wochen nach der Implantation [46]. Diese Ergebnisse zeigen, 

dass zurzeit sowohl in vitro als auch in vivo nur für eine relativ kurze Zeit vitales und funkti-

onsfähiges Speicheldrüsengewebe erhalten werden kann. Eine klinische Anwendung er-

scheint daher solange unmöglich, bis diese Probleme überwunden werden können. Als Alter-

native zu patienteneigenen Speicheldrüsenzellen wurde die Verwendung einer allogenen 

immortalisierten Submandibularis-Zelllinie (HSG) vorgeschlagen [30]. Verschiedene Poly-

mere (PLA, PGA) konnten in vitro mit HSG-Zellen besiedelt werden [47]. Als mögliche 

Trägerstruktur für eine klinische Anwendung ist eine blind endende Röhre aus einem porö-

sen, langsam degradierenden Biomaterial vorgesehen. Problematisch ist jedoch das nahezu 

unbegrenzte Wachstumspotenzial der HSG-Zellen, die aus einer Tumorzelllinie entwickelt 

wurden [48]. Durch das nicht abschätzbare onkogene Potential dieser Zellen ist deren klini-

sche Verwendung kontraindiziert.  

Insgesamt sind noch viele Probleme zu bewältigen, bis das Tissue-Engineering eine befriedi-

gende Therapieform für die Xerostomie bietet, zumal noch kein Trägermaterial (scaffold) für 

die Speicheldrüsenregeneration zur Verfügung steht, das keine massiven entzündlichen Re-

aktionen hervorruft (Rotter et al. unveröffentlichte Daten). 

Der zweite therapeutische Ansatz der regenerativen Medizin ist die Nutzung von Stammzel-

len, die direkt lokal in das geschädigte Gewebe oder systemisch injiziert werden können. In 

beiden Fällen sind undifferenzierte oder vordifferenzierte Zellen nutzbar. Ebenso ist eine 

vorherige virale Transfektion der Zellen möglich, wozu bereits mehrere Methoden untersucht 

wurden effizient exogene DNA in MSCs zu integrieren. Insbesondere mit adenoviralen Vek-
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toren gelang es stabile Zellklone mit geringer Zellmortalität zu generieren und erste Thera-

pieerfolge, mit einer dominant negativen Mutante des Kollagen I bei der Osteogenesis imper-

fecta [54], damit zu erzielen.  

Grundlegende Arbeiten zu gentherapeutischen Regenerationsstrategien von bestrahltem 

Speicheldrüsengewebe wurden von der Arbeitsgruppe Baum et al. durchgeführt 

[94,95,96,97]: So konstruierten sie einen adenoviralen Vektor, um bestrahlte Gll. submandi-

bulares von Ratten mit Aquaporin (AQP1) nach intraduktaler Applikation zu transduzieren. 

Das AQP1-Gen, das einen erhöhten Wasserfluss induziert [98,99], führte zu einer kompletten 

Normalisierung der Speichelproduktion auf dem Niveau gesunder, d. h. nichtbestrahlter Rat-

ten im Gegensatz zu der um 65% reduzierten Speicheldrüsenproduktion in der Gruppe der 

mit einem Kontrollvektor therapierten Tiere. Die Funktion der durch die Bestrahlung unter-

gegangenen Azinuszellen wurde hier durch die strahlenresistenteren, transfizierten duktalen 

Zellen übernommen. Die Transduktionseffizienz unter Verwendung dieses Vektors lag bei 

15–30% der epithelialen Speicheldrüsenzellen. 

Die Nutzung nicht transfizierter Zellen zur Speicheldrüsenregeneration konnte noch nicht 

gezeigt werden, aber die Grundlagen dafür sind vorhanden. So konnten Denny et al. 1999 

und Man et al. 2001 die Existenz von Stammzellen in der Glandula submandibularis von 

Maus und Ratte nachweisen [92,93]. Lombaert et al. 2008 zeigten als erste, dass die Isolie-

rung und Kultivierung von Stammzellen aus der Glandula submandubularis der Maus mög-

lich ist und die Re-Transplantation der kultivierten Sialospheren eine Milderung der Strah-

lenschäden bewirkt [91]. Bereits 2006 konnten Lombaert et al. zeigen, dass die Mobilisation 

von Stammzellen aus dem Knochenmark mit Hilfe von G-CSF eine Möglichkeit darstellt, die 

Morphologie und Funktion bestrahlter Speicheldrüsen zumindest teilweise zu regenerieren 

[90]. Allerdings scheint der Haupteffekt weder auf einem direkten Effekt des G-CSF zu be-

ruhen noch auf einer Transdifferenzierung der Knochenmarkstammzellen in Azinuszellen, da 

transdifferenzierte Zellen nur vereinzelt nachgewiesen werden konnten. Vielmehr scheint die 

verbesserte Gewebemorphologie auf zytokinmediierten Interaktionen mit den gewebespezifi-

schen Stammzellen zu beruhen. Der genaue Mechanismus konnte bislang jedoch noch nicht 

aufgeklärt werden.  
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2.4 Stammzellen 
2.4.1 Stammzellen im Überblick 

Der menschliche Körper enthält mehr als 200 unterscheidbare Zelltypen. Der Stammbaum 

aller Zellen beginnt mit der Zygote, der befruchteten Eizelle, aus der während der Blastoge-

nese die Keimblase (Blasozyste) entsteht. Aus ihrer inneren Zellmasse (ICM), die auch 

Embryoblast genannt wird, werden die embryonalen Stammzellen gewonnen. Während der 

anschließenden Gastrulation entstehen die drei Keimblätter, das äußere Keimblatt (Ektoblast, 

Ektoderm, Epiblast), das innere Keimblatt (Endoblast, Entoderm, Hypoblast) und das mittle-

re Keimblatt (Mesoderm, Mesoblast). Aus den undifferenzierten Vorläuferzellen der Keim-

blätter gehen während der Embryonalentwicklung zunehmend spezialisierte Zelltypen her-

vor. Aus dem Ektoblasten entstehen u.a. die Epidermis mit Hautanhangsorganen, der 

Zahnschmelz, das Nervensystem, das Nebennierenmark und ein Teil der Sinnesorgane. Der 

Entoblast bildet große Teile des Epithels, die Lunge, Pankreas und Leber, während der Me-

soblast die aus dem Mesenchym hervorgehenden Binde- und Stützgewebe, den Kreislaufap-

parat, die Muskulatur, den Harn- und Geschlechtsapparat und die Nebennierenrinde bildet. 

Am Ende des Stammbaums stehen dann die terminal differenzierten und spezialisierten Zel-

len des adulten Individuums. Als Stammzellen werden im Allgemeinen die Zellen eines Or-

ganismus bezeichnet, die die Fähigkeit besitzen, durch Zellteilung zwei verschiedene Typen 

von Nachkommen zu erzeugen. Der eine Typus eines Nachkommens ist eine Tochterzelle, 

welcher das identische Abbild der Mutterzelle darstellt, die Tochterzelle besitzt exakt die 

gleichen Eigenschaften. Diese Tochterzellen entstehen durch symmetrische Zellteilung und 

der Vorgang wird als Selbsterneuerung (selfrenewal) bezeichnet. Der zweite Typus eines 

Nachkommens, der bei der asymmetrischen Teilung einer Stammzelle entsteht, ist eine Toch-

terzelle, deren Eigenschaften mit denjenigen der Mutterzelle nicht mehr identisch sind. In der 

Regel ist diese Tochterzelle eine reifere, ausdifferenzierte Zelle, mit geringerer Selbsterneue-

rungspotenz, deren Eigenschaften sie zu spezifischen Aufgaben im Organismus befähigt, zu 

welchen die Mutterzelle nicht befähigt war. Dieser Vorgang wird als Differenzierung be-

zeichnet. Welche Art von Nachkommen entsteht, ist von den Signalen der Mikroumgebung 

der Stammzelle abhängig [61,62] und dem noch ungeklärten Mechanismus der asymmetri-

schen Zellteilung. Die Fähigkeit der Selbsterneuerung und der Differenzierung sind somit die 

beiden Kriterien, welche alle Stammzellen verbindet. Eine weitere Unterteilung der Stamm-

zellen kann durch die Klassifizierung des Differenzierungspotentials erfolgen [63]. So wer-

den Stammzellen, welche die Fähigkeit besitzen eine Nachkommenschaft zu erzeugen, wel-

che alle embryonalen und extraembryonalen Zelltypen einschließt, als totipotent (lat.: zu 
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allem fähig) bezeichnet. Hierzu sind lediglich die Zellen befähigt, die bei den ersten Zelltei-

lungen der befruchteten Eizelle entstehen (Morula). Sie bilden die Blastozyste, die aus dem 

Trophoblast (einschichtige Wand der Keimblase, extraembryonale Struktur), und dem 

Embryoblast (späterer Embryo, innere Zellmasse), besteht. Die Zellen des Embryoblast gel-

ten als pluripotent (lat.: zu vielem fähig), da sie in alle Zellen der drei Keimblätter differen-

zieren können, aber nicht mehr befähigt sind extraembryonale Strukturen zu bilden. Pluripo-

tente murine Zellen wurden erstmals durch in vitro Kultivierung von Zellen der inneren 

Zellmasse der Blastozyste gewonnen, jedoch ist es bisher noch unklar, ob alle Zellen der in-

neren Zellmasse pluripotent sind oder nur einzelne Zellen innerhalb der inneren Zellmasse 

[64,65]. Bisher konnten pluripotente Zellen zweifelsfrei nur aus embryonalem Gewebe iso-

liert werden. Stammzellen aus adultem Gewebe sind in der Regel multipotent (lat.: zu mehre-

rem fähig). Sie sind in der Lage sich in nah verwandte Zellen zu differenzieren. Unipotente 

Stammzellen oder Progenitorzellen sind nur dazu befähigt, einen ausgereiften Zelltyp her-

vorzubringen. Sie unterscheiden sich lediglich durch ihre Fähigkeit zur Selbsterneuerung von 

Nicht-Stammzellen. 

 

2.4.2 Embryonale Stammzellen 

Embryonale Stammzellen werden als pluripotent bezeichnet und bilden im Embryo die Vor-

läufer sämtlicher Körperzellen, nicht jedoch die embryonalen Anteile der Plazenta. Sie kön-

nen auf dreierlei Weise gewonnen werden:  

1. die Gewinnung von Zellen des Embryoblasten, welche im Rahmen einer in vitro Fer-

tilisation anfällt [66] 

2. die Gewinnung primordialer Keimzellen (Vorläufer von Ei- und Samenzellen) aus 

frühzeitig abgegangenen oder abgetriebenen Föten [67] 

3. der Zellkern einer Eizelle wird durch Kerntransfer gegen den Kern einer somatischen 

Zelle ausgetauscht, und man bringt die Eizelle mittels eines elektrischen Impulses da-

zu, sich zu teilen; aus der entstehenden Blastozyste können die Zellen des Embry-

oblasten gewonnen werden [68,69] 

Frühe undifferenzierte Zellen stehen somit nur in sehr geringer Zahl zur Verfügung, weshalb 

schon früh versucht wurde, undifferenzierte Zellen in Form von Teratokarzinomzellen zu 

kultivieren [70]. Die älteste Methode zur Isolierung embryonaler Stammzellen bestand in der 

Etablierung von embryonalen Karzinomzellen (ECC, EC Zellen). Um die Embryoblastzellen 

zu vermehren, wurden sie in Mäuse extrauterin transplantiert. Die entstandenen Teratokarzi-

nomzellen konnten dann in genügender Zahl isoliert werden. Der Nachteil dieser Methode 
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ist, dass durch den Transfer der Embryoblastzellen die Pluripotenz der ECC geringer ist. Sie 

sind meist nicht mehr in der Lage, in alle Zelltypen zu differenzieren. Diese Methode wurde 

vor allem in den 70er Jahren angewendet. Anfang der 80er Jahre wurden dann permanente 

Linien undifferenzierter embryonaler Stammzellen (ESC) etabliert. Diese Zellen stammen 

aus der ICM von Blastozysten, von einzelnen Blastomeren der Morula oder von einzelnen 

Blastomeren des 8-Zell Stadiums. Aufgrund der hohen Telomeraseaktivität embryonaler 

Stammzellen besteht das Problem, dass in vivo und in vitro eine unkontrollierte Differenzie-

rung einsetzt. Durch bestimmte Kultivierungsbedingungen kann die Differenzierung blo-

ckiert und die Pluripotenz der Zellen aufrecht erhalten werden. Dazu gehören: Kultivierung 

auf feederlayer embryonaler Maus-Fibroblasten [64,69], Kultivierung in konditionierten Me-

dien [71,72] und Kultivierung mit dem Hemmfaktor DIA/LIF [73,74]. Bei Implantation von 

ES-Zellen besteht das Problem, dass durch die spontane Differenzierung Teratome oder ma-

ligne Teratokarzinome, welche aus Zelltypen aller drei Keimblätter bestehen können, entste-

hen [75,76]. 

 
2.4.3 Adulte Stammzellen 

Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen ist die Gewinnung und Erforschung adulter 

Stammzellen nach gängiger Meinung ethisch unbedenklich, da sie aus dem adulten Indivi-

duum gewonnen werden können. Im Falle einer Reimplantation bieten sie die Vorteile einer 

fehlenden Immunogenität, da es sich um autologe Zellen handelt, und die geringe Neigung 

zur malignen Entartung. Nachteilig ist die im Gegensatz zu den embryonalen Stammzellen 

verminderte Telomeraseaktivität, die dazu führt, dass die adulten Stammzellen nur begrenzt 

expandierbar sind. Für viele Gewebetypen (Darmkrypten des Verdauungstraktes, in der Epi-

dermis der Haut, in der Leber, im Herzmuskel oder im Nervensystem [80-83]) sind spezifi-

sche Vorläuferzellen bekannt, die sich in ihrer jeweiligen Nische befinden [77,78], bis ihre 

Mikroumgebung signalisiert, dass ein Bedarf an spezifisch differenzierten Zellen erforderlich 

ist, woraufhin die Zellteilung einsetzt [79].  

In den letzten Jahren ist die Anzahl an Studien, in denen die Plastizität von adulten Stamm-

zellen postuliert und belegt wurde, stark angestiegen [84,85]. Diese Beobachtungen haben 

die Hoffnung geweckt, dass adulte Stammzellen hinsichtlich therapeutischer Anwendungen 

ein deutlich größeres Potential besitzen als bisher angenommen. Die Ursache der ausgepräg-

ten Plastizität sowie die Mechanismen der Transdifferenzierung, also der Differenzierung in 

Zellen eines embryologischen Keimblatts, aus dem sie sich selbst nicht ableiten, sind weitge-

hend unbekannt. Einige Publikationen zur Plastizität adulter Stammzellen lösten kontroverse 
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Diskussionen aus und werden heute in Frage gestellt. Die Transplantation inhomogener Zell-

populationen führte z.B. dazu, dass kontaminierende hämatopoetische Stammzellen im Mus-

kelgewebe für eine vermeintliche Transdifferenzierung von Muskelzellen zu Blutzellen ver-

antwortlich waren [86]. Aktuelle Studien belegen weiterhin, dass Stammzellen mit 

somatischen Zellen fusionieren [87,88]. Die fusionierten Zellen besitzen sowohl Donormar-

ker der transplantierten Stammzellen als auch Differenzierungsmarker der besiedelten Gewe-

be, was fälschlicherweise als Transdifferenzierung aufgefasst wurde. So konnte gezeigt wer-

den, dass Hitzeschock behandelte humane Epithelzellen der Lunge und mesenchymale 

Stammzellen im Co-Kultur-System mit einer hohen Frequenz fusionieren [89].  

Als Beispiel für adulte Stammzellen werden im Folgenden die hämatopoetischen und die 

mesenchymalen Stammzellen beschrieben. 

 

2.4.3.1 Hämatopoetische Stammzellen 

Hämatopoetische (Blut bildende) Stammzellen sind die am längsten untersuchten Stammzel-

len. Blutzellen haben nur eine kurze Lebensdauer und müssen während des gesamten Lebens 

nachgebildet werden. Die Hämatopoese im adulten Menschen findet in Milz, Thymus und 

Knochenmark statt, wobei in den ersten beiden Organen die Ausreifung der Lymphozyten 

stattfindet, während die hämatopoetischen Stammzellen unter normalen Bedingungen beim 

Erwachsenen im Knochenmark anzutreffen sind. Alle im adulten Säugetierorganismus zirku-

lierenden Blutzellen haben ihren Ursprung in einer Population von multipotenten Stammzel-

len. Das klassische Modell der Hämatopoese geht von einem hierarchischen System aus, an 

dessen Spitze multipotente hämatopoetische Stammzellen stehen [100-103]. Die sich stetig 

erneuernden hämatopoetischen Stammzellen bringen myeloide und lymphoide Stammzellen 

hervor, welche über mehrere Zwischenstufen alle ausgereiften Zellen des hämatopoetischen 

Systems erzeugen (Abb.3). 



2 Literaturübersicht  

 23 

                     
Abbildung 3: Hierarchisches System der Hämatopoese. 
Aus multipotenten hämatopoetischen Stammzellen, welche sich ständig selbst erneuern, gehen myeloide und 
lymphoide Stammzellen hervor, aus welchen sich über Differenzierungszwischenstufen die acht verschiedenen 
Blutzelltypen bilden. [Quelle: Entwicklungsbiologie. Wolpert, Lewis. Heidelberg, Berlin: Spektrum Akademi-
scher Verlag; 1999] 
 
 

Man versteht die Mechanismen der Hämatopoese heute sehr gut, wodurch eine therapeuti-

sche Nutzung von hämatopoetischen Stammzellen möglich ist. Die Blutzellbildung wird 

durch Zytokine und Wachstumsfaktoren reguliert, diese Erkenntnis macht man sich in der 

Knochenmarksspende zunutze. Die klassische Knochenmarksspende (Knochenmarksbiopsie 

aus dem Beckenkamm) wurde weitgehend von der peripheren Blutstammzellspende abgelöst. 

Dabei wird dem Spender eine Woche lang das Hormon G-CSF (Granulozyten-

Koloniestimulierender Faktor) gespritzt, welches bewirkt, dass hämatopoetische Stammzel-

len aus dem Knochenmark in das periphere Blut übergehen. Dort können sie dann mittels 

Stammzellapherese herausgefiltert werden. Die Stammzellen werden dann dem Patienten 

injiziert, wo sie durch den Homing-Mechanismus wieder in das Knochenmark einwandern 

[104]. Die Existenz hämatopoetischer Stammzellen wurde bereits in den 1950er Jahren durch 

Studien an letal bestrahlten Mäusen experimentell nachgewiesen [105,106]. Das erste Mo-

dellsystem hämatopoetischer Stammzellen war die CFU-S, colony-forming-unit-spleen, wel-

che eine hohe Proliferationsrate und die Fähigkeit aufwies, in Erythrozyten, Granulozyten 

und Megakaryozyten zu differenzieren [107,108].  

Die Phänotypisierung hämatopoetischer Stammzellen erfolgt durch ihre Morphologie, sie 

zeigen einen lymphozytären Charakter durch ihre kleine runde Form, mit rundem Zellkern, 

der von wenig Zytoplasma umgeben ist, das Fehlen eines spezifischen Linienmarkers (lin-) 
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und anhand einiger typischer Oberflächenmarker [109,110]. Im Gegensatz zu ausgereiften 

hämatopoetischen Zellen, exprimieren hämatopoetische Stammzellen keine Linienmarker, 

wie CD13 und CD33 für myeloide Zellen, CD71 für erytropoetische Zellen oder CD61 für 

megakariozytäre Zellen. Auf ihnen findet man die Epitope CD34, Sca-1, CD117 (c-kit) und 

CD133. Die Entdeckung von CD34 war das Ergebnis der Entwicklung eines Antikörpers, 

welcher eine Subfraktion von Knochenmarkzellen erkennen sollte, die ausgereifte Blutzellen 

ausschloss [111,112]. Das Oberflächenmolekül wird auf hämatopoetischen Stamm- und Vor-

läuferzellen sowie kapillaren Endothelzellen exprimiert. Durch alternatives “Splicing” kön-

nen zwei Formen des CD34-Proteins entstehen, wobei die komplette extrazelluläre Region 

dabei in beiden CD34-Formen vorhanden ist. CD34 spielt eine Rolle in der Zell-Zell-

Adhäsion und in der Leukozyten-Migration. Außerdem wird eine Beteiligung von CD34 an 

der Inhibition der hämatopoetischen Differenzierung diskutiert. Möglicherweise vermittelt es 

außerdem die Bindung von Stammzellen an die extrazelluläre Matrix des Knochenmarks 

oder direkt an Stromazellen; die spezifische Funktion des CD34-Moleküls ist zurzeit noch 

nicht vollständig aufgeklärt [113-119], aber CD34 wurde sehr schnell der entscheidende 

Marker als Basis für die Bestimmung der Anzahl, der Isolation und Manipulation von 

Stammzellen in hämatopoetischem Material. CD117 oder c-Kit (von „Kitten“, da zuerst im 

Katzensarkom-Virus nachgewiesen) oder SCFR (stem cell factor receptor) ist eine Rezeptor-

Tyrosinkinase des Typs III und hat als Liganden SCF (stem cell factor). Sie bilden ein Dimer 

und aktivieren die Signalkaskade über second messenger. Diese Signalkaskade spielt eine 

Rolle beim Überleben der Zelle, Differenzierung und Proliferation. CD117 ist auf zahlrei-

chen Zellen nachweisbar, einschließlich hämatopoetischen Stamm- und Vorläuferzellen, 

Mastzellen, Melanozyten, Keimzellen, Endothelzellen, Epithelzellen und den intestinalen 

Cajal-Zellen, allerdings ist CD117 als Protooncogen auch in vielen Tumoren anzutreffen. 

Der Anteil der CD117-positiven hämatopoetischen Zellen im Blut hängt vom Alter des 

Spenders ab [120,121]. Das CD133-Antigen, auch als Prominin 1 oder AC133 bezeichnet, 

wird auf unreifen Zellpopulationen, wie CD34-positiven hämatopoetischen Stamm- und Vor-

läuferzellen, neuralen sowie endothelialen Stammzellen und sich entwickelnden Epithel im 

Embryo exprimiert. Bisher konnten keine natürlichen Liganden für CD133 nachgewiesen 

werden und auch seine Funktion ist bislang unbekannt. Allerdings ist CD133 in Kombination 

mit CD34 ein idealer Marker für die Isolierung früher HSC und er scheint ein universeller 

Marker für organspezifische Stammzellen und tumorinitiierender Zellen zu sein [122,123]. 
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2.4.3.2 Mesenchymale Stammzellen 

Vor über 40 Jahren gelang es Friedenstein et al. das erste Mal fibroblasten-ähnliche Zellen 

aus dem Knochenmark zu isolieren. Diese Zellen werden heute, je nach Autor und Isolie-

rungsmethode, als mesenchymale Stammzellen (mesenchymal stem cells; MSC), mesoder-

male Progenitorzellen (mesenchymal progenitor cells; MPC), adulte Knochenmarkstroma-

Stammzellen (adult bone marrow stromal stem cells; BMSSC) oder stromale Knochenmarks-

zellen (marrow stromal cells, MSC) bezeichnet [124-128]. Diese Zellen, im weiteren Text als 

mesenchymale Stammzellen (MSC) bezeichnet, sind im Gegensatz zu hämatopoetischen 

Stammzellen, adhärent wachsende Zellen. Ihr adhärentes Wachstum ermöglichte es Frieden-

stein ein Isolierungsprotokoll zu entwickeln [129]. Dabei werden zunächst die mononukleä-

ren Zellen aus dem Ausgangsmaterial durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert und in 

Kultur gebracht. Durch mehrmaligen Wechsel des Kulturmediums werden die mobilen hä-

matopoetischen Stammzellen abgetrennt. Durch Differenzierung und anschließende linien-

spezifische Färbungen und RT-PCR lassen sich die MSC, die sich morphologisch nicht von 

den nicht differenzierbaren Fibroblasten unterscheiden, als MSC bestimmen [130]. Mesen-

chymale Stammzellen können in vitro unter definierten Bedingungen in Osteoblasten, Adi-

pozyten, Chondrozyten, Muskelzellen, Vorläufer von Neuronen und in die Blutzellbildung 

unterstützende Stromazellen differenziert werden [124,130-133]. 

 

 

Abbildung 4: Modell zur Differenzierung mesenchymaler Stammzellen [Caplan et al. 2001]. 
Aus mesenchymalen Stammzellen können durch Proliferation, mit anschließender Differenzierung und Matura-
tion adulte Zellen verschiedener Gewebe entstehen, wie Osteozyten, Stromazellen des Knochenmarks, Tendo-
zyten, Osteozyten usw. 
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Zusätzlich konnte eine Differenzierung von MSC in vivo in Neurone und Gliazellen nachge-

wiesen werden [134-136]. Obwohl hämatopoetische und mesenchymale Stammzellen die 

zwei Hauptzelltypen des Knochenmarks sind, scheinen MSC nicht auf das Knochenmark 

beschränkt zu sein. Immer mehr in vivo und in vitro Studien weisen auf die Existenz von 

MSC in verschiedenen Geweben hin. So konnten MSC-ähnliche Zellen aus dem Pankreas, 

der Plazenta, dem Fruchtwasser, dem Nabelschnurblut, dem Synovialgewebe, dem Fettge-

webe, dem trabekulären Knochen, dem Periost und anderen fötalem Gewebe isoliert werden 

[137-148]. Obwohl eine Isolierung von MSC aus verschiedenen Geweben und Spezies mög-

lich ist, ist eine eindeutige Charakterisierung immer noch schwierig. Ihre Morphologie wird 

in den meisten Studien als fibroblastoid beschrieben, aber es gibt auch die Beschreibung von 

polygonalen oder kuboidalen Zellen [149-150]. Ebenso ist das phänotypische Expressions-

muster der Oberflächenmarker sehr inhomogen. Allgemein akzeptiert ist die Tatsache, dass 

MSC hämatopoetische oder endotheliale Marker, wie CD11b (auf myeloiden und NK-

Zellen), CD31 und CD45 (Marker aller hämatopoetischen Zellen), fehlen. Obgleich MSC aus 

Mensch und Ratte CD34 negativ sind, ist für murine MSC eine variable Expression von 

CD34 beschrieben worden [151-153]. Häufig exprimieren MSC Adhäsionsmoleküle, wie 

CD44, CD49e und CD62, oder adhäsionsverwandte Moleküle CD54, CD106 und CD166 

und sind MHC I positiv [130,152,154-156,183]. Durch die Heterogenität der MSC-

Populationen, bedingt durch unterschiedliche Spezies, Isolierungsmethoden, Ursprungsge-

webe und Kulturbedingungen, ist die Expression von CD90 (Thy1.1), SH2 (CD105 oder En-

doglin), SH3 oder SH4 (CD73) und Stro-1 unterschiedlich [130,155,157-159]. Untersuchun-

gen von Kolf et al. 2007 ergaben, dass sich Stro-1, CD106 und CD73 am Besten als positive 

MSC Marker eignen, da sie sowohl in murinen, als auch humanen MSC die höchste Spezifi-

tät aufweisen [160]. Die International Society for Cellular Therapy legte als minimale Krite-

rien zur Definierung humaner mesenchymaler Stammzellen fest, dass sie für CD105, CD73 

und CD90 positiv sein müssen und negativ für CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79 oder 

CD19 und HLA-DR. Für die routinemäßige Charakterisierung der in dieser Arbeit isolierten 

MSC aus Speicheldrüsen, wurde ein eigenes Protokoll angefertigt. Im Folgenden Kapitel 

1.4.2.3.1 werden die gewählten Marker beschrieben. Sie stellen eine Kombination aus viel-

versprechenden putativen mesenchymalen und allgemeinen Stammzellmarkern dar. 

Eine weitere Eigenschaft der MSC, die sie für therapeutische Zwecke äußerst attraktiv er-

scheinen lassen, ist ihr Homing-, Migrations- und Engraftmentpotential. Es konnte im nicht-

humanen Primaten Modell (Pavian) gezeigt werden, dass GFP (green fluorescent protein) 

oder ALP markierte MSC nach systemischer Infusion in das Knochenmark homen und dort 
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nachweisbar sind [161]. In zwei von fünf Primaten konnten die markierten Zellen noch nach 

einem Jahr nachgewiesen werden. In einer Folgestudie injizierten die gleichen Autoren drei 

Primaten systemisch MSC, die ein retrovirales GFP Konstrukt enthielten [162]. Nach 9-21 

Monaten war mittels real-time RT-PCR in gastrointestinalen Geweben, aber auch in der Nie-

re, der Leber, der Lunge, dem Thymus und der Haut das GFP-Transgen nachweisbar. MSC 

der Ratte, die nach einem Schlaganfall systemisch injiziert wurden, migrierten in das 

Nervengewebe und reduzierten dort funktionelle Defizite [163]. Die meisten Untersuchungen 

zum Migrationsverhalten verschiedener Stammzellen, gibt es im Herzinfarktgewebe [164]. 

So konnte nach systemischer Injektion von MSC der Ratte gezeigt werden, dass diese zum 

Infarktgewebe migrieren und dort verbleiben (engraften) [165]. In einer weiteren Studie wur-

den MSC einer männlichen Ratte intravenös (Gruppe 1) drei Stunden nach erzeugtem Herz-

infarkt, (Gruppe 2) drei Stunden nach vorgetäuschtem Herzinfarkt und (Gruppe 3) in gesunde 

weibliche Ratten injiziert [166]. Nach einer bzw. acht Wochen wurde mittels Fluoreszenz in 

situ Hybridisierung die Expression des SRY (sex determing region Y) Gens nachgewiesen. 

In den Gruppen eins und zwei waren SRY positive Zellen detektierbar, wobei die Zahl der in 

Gruppe eins gemessenen Zellen signifikant höher als die in der Gruppe zwei war. In der Kon-

trollgruppe drei waren keine Zellen messbar. Diese Resultate stehen im Einklang mit ähnli-

chen Berichten, in denen gezeigt wurde, dass MSCs nur nach erfolgtem Infarkt, gerichtet in 

das Randgebiet des geschädigten Gewebes, migrieren.  

 

2.4.3.2.1 Potentielle mesenchymale Stammzellmarker und deren Funktion 

2.4.3.2.1.1 CD13 

CD13 ist eine Aminopepdisae N, die hauptsächlich auf monozytären Zellen und epithelialen 

Zellen der Leber, der Niere, des Darms und dem aktivierten Gefäßendothel exprimiert wird. 

Neben der enzymatischen Regulierung von neuroregulatorischen und vasoaktiven Peptiden, 

dient CD13 verschiedenen Coronaviren als Rezeptor. Trotz seiner Struktur, enzymatisch ak-

tive extrazelluläre Domäne und kleine zytoplasmatischen Domäne, die keinerlei Signalmoti-

ve erkennen lässt, konnte kürzlich gezeigt werden, dass ein CD13-crosslinking mit einem 

Antikörper eine Aktivierung monozytärer Zellen, durch signaltransduktionsabhängige Me-

chanismen, zur Folge hat [167]. Die induzierte Zell-Zell-Adhäsion war abhängig vom Kar-

boxyhydrat-Bindendem-Protein galectin-3, aber unabhängig von der CD13 Enzymaktivität. 

Durch inflammatorische Zytokine konnte die Transmigration monozytärer Zellen durch das 

aktivierte Endothel signifikant erhöht werden, hierfür war eine Komplexbildung von mono-

zytärem und endothelialem CD13 notwendig. 
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2.4.3.2.1.2 CD29 

CD29, auch als Integrin beta1 (ITGB1) bezeichnet, ist ein heterodimeres Protein aus der 

Membranrezeptorfamilie der Integrine. Die Rezeptoren sind in Zell-Adhäsion, Embryogene-

se, Hämostasis, Gewebereparatur, Immunantwort und Tumormetastasierung involviert. 

CD29 aktiviert den MAPK-Signalweg und wurde bereits als wichtiger Marker für neuronale 

Stammzellen identifiziert [168]. 

 

2.4.3.2.1.3 CD44 

CD44 ist ein Zelloberflächen-Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 80-95 kDa. Es 

gehört zur Familie der Hyaladherine, Hyaluronsäure-bindenden Proteinen mit strukturellen 

Ähnlichkeiten zu den Selektinen. CD44 wird auch als Hermes Antigen, Pgp-1 (P-

Glykoprotein-1) oder H-CAM (homing cell adhesion molecule) bezeichnet. CD44 ist ein 

mesenchymaler Stammzellmarker, wird aber auch auf hämatopoetischen und nicht-

hämatopoetischen Zellen exprimiert mit Ausnahme von Thrombozyten, Hepatozyten und 

Testis. Dieses Molekül ist ein Rezeptor für Hyaluronsäure und spielt somit beispielsweise 

eine Rolle in der Zell-Migration, es kann jedoch auch an andere Liganden, wie Osteopontin, 

Laminin, Fibronektin, Kollagen und Matrix-Metalloproteasen binden. Außerdem vermittelt 

es die Adhäsion von Leukozyten und ist am Lymphozyten-Homing und der Lymphozyten-

Aktivierung beteiligt. 

Das CD44-Gen enthält 10 Exons, und die Transkripte unterliegen einem komplexen “Spli-

cing”-Mechanismus sowie posttranslationalen Modifikationen, weshalb viele unterschiedli-

che Isoformen entstehen können. Alternatives Splicen ist die Basis für die strukturelle und 

funktionelle Vielfalt des CD44-Proteins und wird mit der Tumormetastasierung in Zusam-

menhang gebracht. Außerdem wurde von der CD44-Splice-Variante CD44v6 vor kurzem 

gezeigt, dass sie die Proliferation stimuliert [169]. 

In der Frühzeit der Schwangerschaft könnten CD44-Splice-Varianten die Invasion in das 

maternale Gewebe vermitteln [170]. Die Gen-Transkription von CD44 wird teilweise durch 

den wingless/int (wnt) Signalweg aktiviert, welcher die Selbsterneuerung in Stammzellen 

reguliert. 

 

2.4.3.2.1.4 CD54 

CD54 oder ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) wird permanent in geringen Kon-

zentrationen in der Membran von Leukozyten und Endothelzellen exprimiert. Die Konzentra-
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tion kann durch Zytokine hochreguliert werden. Induziert wird ICAM-1 durch Interleukin-1 

und TNF-alpha auf Gefäßendothel, Makrophagen und Lymphozyten. Es ist Ligand von LFA-

1 (Integrin), ein Rezeptor auf Leukozyten, wodurch aktivierte Leukozyten an das Endothel 

binden können und eine Transmigration in das Gewebe ermöglicht wird [171]. 

 

2.4.3.2.1.5 CD73  

CD73 oder lymphocyte-vascular adhesion protein 2, ist eine Ecto-5’-Nukleotidase (Ecto-5’-

NT), die die Dephosphorylierung von Ribo- und Desoxyribonukleosidmonophosphaten von 

Purinen und Pyrimidinen katalysiert. Die dabei entstehenden Nukleoside können durch Dif-

fusion in die Zelle gelangen und am Purin-Erhaltungs-Zyklus teilnehmen. 

                               

Abbildung 5:  Purinmetabolismus in humanen Lymphozyten [Resta et al. 1997] 
CD73 katalysiert als Nukleotidase die Dephosphorylierung von Ribo- und Desoxyribonukleosidmonophospha-
ten von Purinen und Pyrimidinen. 
 

Neben der Funktion von CD73 im Purinmetabolismus wurde postuliert, dass es eine Rolle in 

der Zelladhäsion zwischen Lymphozyten und dem Endothel spielt. Die dritte Aufgabe von 

CD73 besteht darin, als kostimulierendes Molekül, den T-Zellrezeptor (TCR) zu aktivieren, 

was eine Aktivierung und Proliferation von T-Zellen im peripheren Blut zur Folge hat [172]. 

Obwohl CD73 auf vielen Zellen exprimiert wird und häufig als Marker für die Lymphozy-

tendifferenzierung genutzt wird, ermöglichte die Entwicklung von zwei monoklonalen Anti-

körpern, SH-3 und SH-4, die an zwei verschiedene Epitope von CD73 binden, die aus-

schließliche Detektion von Zellen aus dem mesenchymalem Gewebe [157]. Die Antikörper 

reagieren nicht mit HSC, Osteoblasten oder Osteozyten, den potentiellen Kontaminanten in 

plastikadhärenten MSC-Kulturen. Zusätzlich bleibt die Expression von CD73 auf MSC, wäh-

rend der Kultivierung, konstant, wodurch er sich als idealer MSC-Marker eignet. Barry et al. 
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postuliert zusätzlich eine mögliche Rolle von CD73 in der Differenzierungsregulierung von 

MSC [228]. 

 

2.4.3.2.1.6 CD90 

CD90 oder Thy-1 (Thymocyte differentiation antigen 1) ist ein Glycophosphatidylinositol 

(GPI) verankertes Zelloberflächenprotein mit einer v-ähnlichen Immunglobulindomäne. Es 

wurde als Thymozytenantigen entdeckt, wird aber heute als Stammzellmarker und bei axona-

len Prozessen von reifen Neuronen genutzt. Die Expression findet auf Thymozyten, Neuro-

nen, MSC, HSC, NK-Zellen, Endothel, glomerulären Mesangialzellen, metastasierenden Me-

lanomzellen, Fibroblasten und Myofibroblasten statt. Es spielt eine Rolle in der T-

Zellaktivierung, Adhäsion, Migration, Neuritenwuchs, Nervenregeneration, Metastasierung, 

Entzündungsprozessen, Fibrosierung und Zelltod. In der Zell-Zell und Zell-Matrix Interakti-

on, kommt CD90 eine regulatorische Funktion zu [173]. 

 

2.4.3.2.1.7 CD105 

Endoglin ist ein Typ I Membranglykoprotein der Zelloberfläche. Als Teil des TGF beta Re-

zeptorkomplexes wird es auf endothelialen Zellen, Synzytiotrophoblasten, Makrophagen und 

Bindegewebsstromazellen exprimiert, und spielt eine Rolle in der zytoskeletalen Organisati-

on, indem es Zellmorphologie und Migration beeinflusst, in der kardiovaskulären Entwick-

lung und im Gefäßremodeling. Durch die Nutzung des SH-2 Antikörpers, der an CD105 bin-

det, konnte gezeigt werden, dass Endoglin potentiell wichtig in der TGF-beta-Signalkaskade 

zur Kontrolle der chondrogenen Differenzierung in MSC ist, es für die Interaktion von MSC 

und hämatopoetischen Zellen im Knochenmark eine wichtig Funktion hat und ein Indikator 

für proliferierendes Endothel ist [175].  

 

2.4.3.2.1.8 CD106 

CD106 oder auch VCAM1 (vascular cell adhesion molecule 1), ist ein Gen aus der Familie 

der Ig Superfamilie und kodiert ein Sialoglykoprotein der Zelloberfläche, das von Zytokin-

aktiviertem Endothel exprimiert wird. CD106 ist in die Zelladhäsion, Chemotaxis und 

Signaltransduktion involviert und spielt eine wichtige Rolle in der Leukozytenmigration. Es 

wird durch Zytokine wie Interleukin 1 und TNF-alpha hochreguliert und bindet an Immunef-

fektorzellen, wie Neutrophile, Eosinophile und Lymphozyten, über den Interleukinrezeptor 

[176]. Nur 1,4% der Stro-1 positiven Zellen sind auch CD106 positiv. Sie sind die einzigen 
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Zellen, die in vitro Kolonien formen und Stammzellcharakter, wie Multipotenz, Telomera-

seexpression und hohe Proliferationsraten zeigen [127]. 

 

2.4.3.2.1.9 CD140b 

CD140b, auch als Plateled-derived growth factor receptor, beta polypeptide (PDGFRB) be-

kannt, ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase für die Mitglieder der plateled-derived growth factor 

Familie. Diese Wachstumsfaktoren wirken als Mitogene für alle Zellen mesenchymalen Ur-

sprungs. Die Aktivierung des Rezeptors bewirkt zytoskeletalen Umbau, Mitogenese und 

Chemotaxis [177]. In den Untersuchungen von Koide et al. wird CD140b als exzellenter pan-

spezifischer Marker für mesenchymale Zelllinien postuliert [229]. 

 

2.4.3.2.1.10 CD166 

CD166/ALCAM (aktivated leukocyte cell adhesion molecule) ist ein Typ I Trans-

menbranprotein der Ig Superfamilie und in viele physiologische Prozesse involviert, wie 

Hämatopoese, Thymusentwicklung, Immunantwort, die Ausdehnung von Neuriten, neurale 

Zellmigration und Osteogenese. ALCAM wurde zuerst als Ligand für CD6 entdeckt. Diese 

heterophile Interaktion ist gut erforscht, während über die molekulare Basis der homophilen 

Interaktion von ALCAM-ALCAM lediglich bekannt ist, dass eine Clusterbildung von 

ALCAM-Molekülen auf der Zelloberfläche notwendig ist, um eine stabile Zell-Zell-

Adhäsion zu gewährleisten [178]. Durch den monoklonalen Antikörper SB-10, der spezifisch 

an CD166 als Antigen bindet, konnte gezeigt werden, dass undifferenzierte MSC CD166 

exprimieren, aber die Expression während der mesenchymalen Differenzierung verloren 

geht. Ebenso war ein Nachweis von ALCAM als Zell-Adhäsions-Molekül in der Osteogene-

se möglich [182], allerdings konnte nachgewiesen werden, dass die CD166-Expression auf 

MSC während der Osteogenese verloren geht, sobald ALP auf der Zelloberfläche exprimiert 

wird [228]. 

 

2.4.3.2.1.11 Stro-1 

Stro-1 ist der bis jetzt am besten bekannte MSC-Marker. Er wurde als Antikörper für nicht-

hämatopoetische Progenitorzellen aus dem Stroma des Knochenmarks identifiziert. Stro-1 

negative Zellpopulationen sind in vitro nicht in der Lage Kolonien zu bilden und zeigen in 

vivo kein Gewebe-engraftment [160,181], während Stro-1-positive Zellen zu HSC-

unterstützenden Fibroblasten, glatten Muskelzellen, Adipozyten, Osteoblasten und Chondro-
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zyten werden können, was den Aufgaben von MSC entspricht. Gegen Stro-1 als generellen 

MSC-Marker sprechen drei Gründe. Erstens gibt es keinen homologen Marker auf murinen 

MSC, zweitens kommt Stro-1 nicht ausschließlich auf MSC vor und drittens geht die Stro-1-

Expression während der Kultivierung verloren [160]. 

 

2.4.3.2.1.12 Differenzierungsmechanismen mesenchymaler Stammzellen 

Die Kulturen mesenchymaler Stammzellen sind nicht zu 100% homogen. Klonale MSC-

Kulturen, die sich von einer einzigen MSC ableiten und in der Durchflusszytometrie homo-

gen erscheinen, sind bezüglich ihres Differenzierungspotentials inhomogen. So berichtete 

Pittenger, dass nur 1/3 der humanen MSC Klone ein tripotentes (chondro-, osteo-, adipoge-

nes) Entwicklungspotential aufweisen [130]. Dieses Resultat wurde in ähnlichen Studien 

bestätigt [150,179]. Häufig war nur ein bipotentes oder sogar unipotentes Entwicklungspo-

tential vorhanden, immer war aber eine Differenzierung in die osteogene Linie möglich. 

Auch in vivo applizierte MSCs weisen kein einheitliches Entwicklungsmuster auf [127]. Ein 

Modell zur Erklärung dieser Beobachtungen ist, dass der MSC-Pool im Knochenmark sich 

nicht nur aus wenigen multipotenten MSC zusammensetzt, sondern auch aus Subpopulatio-

nen mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad. Diese haben ein begrenztes Selbsterneue-

rungspotential und entwickeln sich zu den terminal differenzierten Zellen der einzelnen Ge-

webe. Diese Unterschiede im Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotential spiegeln sich 

in vitro wieder. Die molekularen Mechanismen der Differenzierung von humanen MSCs sind 

trotz zahlreicher Studien noch nicht vollständig bekannt. Basierend auf verschiedenen Unter-

suchungen hat die Gruppe um Tuan ein Modell zur Regulation der Differenzierung von MSC 

auf zwei Ebenen vorgeschlagen (Abb. 6) [180]. 

In der ersten Ebene, dem Stammzell Compartment, durchlaufen die MSC transkriptionale 

Modifikationen und generieren Precursorzellen mit vergleichbarem Phänotyp und Selbster-

neuerungspotential. Nach einer Stimulierung teilen sich die multipotenten, undifferenzierten 

MSC asymmetrisch, was in einer identischen Stammzelle und einer zweiten, in ihrem Ent-

wicklungsprogramm eingeschränkten Precursorzelle resultiert. Letztere teilen sich dann 

symmetrisch und bringen tri- bzw. bipotente Zellen hervor. Diese sind den multipotenten 

MSC morphologisch ähnlich, weisen aber ein abweichendes Genexpressionprofil auf. Die 

Entwicklung geht in der zweiten Ebene, dem Committed Cell Compartment weiter, wenn 

sich die Precursorzellen des Stammzell Compartments weiter symmetrisch teilen und zu uni-

potenten Progenitorzellen werden, die terminal differenziert sind und sich auch morpholo-

gisch von den multipotenten MSC unterscheiden. Aktuell sind die Mechanismen, die MSC 
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entlang dieser zwei Ebenen zu gewebespezifischen Zellen führen, nur unzureichend bekannt. 

Einblicke gewähren hier u.a. Microarray-Studien zur Genexpression, die linienspezifische 

aber auch linienübergreifende Expressionsmuster aufzeigen. So konnte die Arbeitsgruppe um 

Tuan einzelne Gene nachweisen, die während der adipo-, osteo- und chondrogenen Differen-

zierung in allen drei Linien hochreguliert werden. Es handelt sich dabei um putative Kon-

trollgene der Differenzierung. Eine funktionelle Analyse steht noch aus. Adipozyten und 

Osteoblasten teilen deutlich mehr gemeinsam hochregulierte Gene (235) als Chondrozyten 

und Adipozyten (10) oder Chondrozyten und Osteoblasten (3), was andeutet, dass die Oste-

oblasten und Adipozyten einen gemeinsamen Vorläufer haben, während sich Chondrozyten 

von einer anderen Progenitorzelle abzuleiten scheinen. 

 

 
Abbildung 6:  In vitro Modell zur Regulation der MSC-Differenzierung  
(A) Asymmetrische Zellteilung, in eine multipotente MSC und eine weniger potente Precursorzelle 
(S) symmetrische Zellteilung, in differenziertere und weniger potente Zellen 
Aktuell zeichnet sich ab, dass terminal differenzierte Zellen zu multipotenten Zellen dedifferenzieren können 
(offener Pfeil) [Baksh et al. 2004] 

 
 

 

2.4.3.2.2 Adipogenese 

Fettgewebe sind an verschiedenen Orten des Körpers angesiedelt und hier überwiegend in 

Bereichen des lockeren Bindegewebes. Es wird zwischen weißem und braunem Fettgewebe 

unterschieden, wobei braunes Fettgewebe vor allem als Wärmedepot bei Neugeborenen vor-

kommt und im adulten Organismus nur eine untergeordnete Rolle spielt. In vivo Studien 

zeigten, dass die Entwicklung von weißem Fettgewebe während der embryonalen Entwick-
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lung beginnt, aber erst nach der Geburt die Größe und die Zahl der Fettzellen stark ansteigt. 

Man geht im Gegensatz zu früheren Erkenntnissen heute davon aus, dass im Rahmen der 

Gewebehomöostase und der Einlagerung von Fettgewebe während des gesamten Lebens eine 

adipogene Entwicklung von Progenitorzellen zu Fettzellen stattfindet [184]. Weißes Fettge-

webe dient u.a. als Fettdepot und repräsentiert so eine der wichtigsten Komponenten im 

Energiehaushalt des Körpers. Die zellulären und molekularen Abläufe während der Adipo-

genese sind vor allem an der murinen 3T3-L1 präadipozyten Zelllinie untersucht worden 

[185]. In einem die Adipogenese induzierenden Medium bilden diese Zellen im Zytoplasma 

Lipid-Vakuolen und molekularbiologische Untersuchungen zeigten die Expression von Mar-

kergenen des normalen Fettgewebes [186]. Ein Nachteil dieser und anderer verwendeter Zell-

linien ist, dass diese bereits auf die adipogene Entwicklungslinie festgelegt sind. Undifferen-

zierte Linien, wie NIH-3T3 oder C3H10T1/2, stellen hier eine Alternative dar. Die adipogene 

Entwicklung von undifferenzierten mesenchymalen Zellen zu Fettzellen kann vereinfacht als 

zweistufiger Prozess betrachtet werden. Im ersten Schritt erfolgt eine Determinierung von 

MSC auf die adipogene Entwicklungslinie und die Bildung von Präadipozyten. Im zweiten 

Schritt erfolgt eine Entwicklung zum reifen Adipozyten, der durch Fetttröpfchen im Zytop-

lasma charakterisiert ist. Die Faktoren, die an der Festlegung beteiligt sind, sind weitestge-

hend unbekannt. Zell-Zell, Zell-Matrix und hormonelle Faktoren spielen dabei eine Rolle 

[187]. Die folgende Kurzbeschreibung der Adipogenese basiert auf einem Übersichtsartikel 

von Rosen [188]. Nach einer adipogenen Induktion von 3T3-L1 Präadipozyten wird rasch 

und transient die Expression der Transkriptionsfaktoren C/EBP beta (CCAAT/Enhancer Bin-

ding Protein beta) und C/EBP delta hochreguliert, die eine Expression der Transkriptionsfak-

toren C/EBP alpha und PPAR gamma (peroxisome proliferator-activated receptor gamma) 

induzieren. Letztere bleiben über die gesamte Lebenszeit von reifen Adipozyten aktiv und 

fast jedes Gen, dass stromabwärts dieser beiden Transkriptionsfaktoren an der Adipogenese 

beteiligt ist, wird von einem der beiden Faktoren reguliert. Die Rolle von C/EBP alpha wurde 

zunächst in vitro analysiert und scheint vor allem in der Induktion der Expression von PPAR 

gamma zu liegen. Eine Adipogenese in C/EBP alpha-/- Knock-out-Mäusen findet nur dann 

statt, wenn PPAR gamma (genauer: die Spleicevariante PPAR gamma 2) zugegeben wird. 

Wird PPAR gamma ektopisch in embryonalen Maus-Fibroblasten exprimiert, so wird für die 

Adipogenese kein C/EBP alpha benötigt. Allerdings sind die Fettzellen dann nicht insulin-

sensitiv; ein Defekt der durch C/EBP alpha-Zugabe rückgängig gemacht werden kann. 

C/EBP alpha ist an der Expression verschiedener für die Insulinsensitivität wichtiger Mole-

küle, wie dem Insulinrezeptor, beteiligt. In der Maus führte ein C/EBP alpha-/- Knock-out zu 
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einer stark verringerten Adipogenese und reduzierten Expression verschiedener adipozytärer 

Gene. Diese Effekte waren vor allem auf das weiße Fettgewebe beschränkt. Ebenfalls im 

Mausmodell konnte gezeigt werden, dass PPAR gamma (Protein: PPAR gamma 2) für die 

Bildung von Fettgewebe notwendig ist. In vitro bilden PPAR gamma-/- Knock-out Zellen 

keine Fetttröpfchen, exprimieren keine Marker differenzierter Fettzellen und zeigen keine 

Insulinsensitivität. Diese Effekte werden nicht durch eine Zugabe oder ektopische Expression 

von C/EBP alpha rückgängig gemacht. Eine bis heute unbeantwortete Frage ist, welche zu-

sätzlichen Faktoren auf molekularer Ebene die Regulation zur Erreichung und dem Erhalt des 

terminalen Endzustands der Adipogenese bewirken. Es sind verschiedene Transkriptionsfak-

toren beschrieben worden, die stromaufwärts, stromabwärts oder parallel zu C/EBP alpha 

und PPAR gamma wirken. Deren genaue Funktion, bezüglich der Entwicklung und dem Er-

halt der Adipozyten, ist aber weitestgehend unbekannt. Als Beispiel sei hier der Helix Loop 

Helix Faktor SREBP1c genannt, der in Adipozyten hoch exprimiert ist und nach Überexpres-

sion die Adipogenese fördert. Es wird davon ausgegangen, dass SREBP1c direkt an den 

PPAR gamma Promotor bindet, aber auch die Expression von PPAR gamma-Liganden för-

dert. In vivo konnten nach Abwesenheit von SREBP1c keine negativen Effekte beobachtet 

werden. Eine Überexpression von APM1 (adipose most abundant factor 1) in 3T3-L1 Zellen 

resultiert in einer schnelleren Entwicklung zu Adipozyten, in einer Expression von 

Transkriptionsfaktoren der Adipogenese und in einer erhöhten Insulinsensitivität [189]. Reife 

Adipozyten sekretieren APM1. 

 

2.4.3.2.2.1 In vitro Adipogenese 

Die in vitro Adipogenese erfolgt oft in einem Standard Assay nach Pittenger in einem high-

Glucose Medium mit Insulin, Dexamethason (ein synthetisches Glukokortikoid), Indometha-

cin (ein NSAID) und 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX) als induzierende Faktoren. Ein 

hoher Glucosegehalt bewirkt, dass die Zellen ein Überangebot an Substrat für verschiedene 

Biosynthesewege, wie die Fettsynthese, zur Verfügung haben. Insulin wirkt hierbei an meh-

reren Prozessen der adipogenen Induktion mit. Es regt die Aufnahme von Glucose in die Zel-

len durch eine Translokation des Glucosetransporters GLUT4 an. In der Zelle wird die Glu-

cose zu Glucose-6-Phosphat umgesetzt. Auch die Oxidation von Glucose-6-Phosphat zu 

Pyruvat (Glycolyse) sowie die Oxidation von Pyruvat zu Acetyl-CoA, dem Baustein der Fett-

säuren, wird durch Insulin aktiviert [190]. Insulin bewirkt zusätzlich eine Speicherung von 

Fett. Dexamethason hemmt die Bildung von Eicosanoiden aus Arachidonsäure, indem es die 

Freisetzung von Arachidonsäure durch die Phospholipase A hemmt. Somit bleibt die Arachi-
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donsäure in einer gebundenen Form erhalten und wird nicht verstoffwechselt [190]. Dexa-

methason ist auch an der Induktion der Expression von PPAR gamma beteiligt und somit an 

der Einleitung der Adipogenese [191]. Darüber hinaus ist es an der terminalen Differenzie-

rung von Adipozyten beteiligt [192]. Auch Indomethacin inhibiert die Verstoffwechselung 

von Arachidonsäure [193]. Es verhindert bei der Bildung von Prostaglandinen und Thrombo-

xanen, durch Inhibierung der Cyclooxigenase, den Ringschluss zwischen dem 8. und dem 12. 

Kohlenstoffatom der Arachidonsäure, wodurch diese nicht verstoffwechselt werden kann. 

Zusätzlich aktiviert es die Adipogenese durch Bindung an PPAR gamma [194]. 3-Isobutyl-1-

methylxanthin inhibiert in der Zelle die cAMP und cGMP Phosphodiesterase, was zur Erhö-

hung des cAMP Gehalts führt. Dies resultiert letztlich in einer verringerten Proliferation und 

einer verstärkten Differenzierung der Zellen.  

 

2.4.3.2.3 Chondrogenese 

Das Knorpelgewebe ist ein avaskuläres Gewebe und frei von Nerven. Die Entwicklung von 

Knorpel, die Chondrogenese, resultiert aus der Bildung der Wachstumsplatten, die das Kör-

perwachstum vorantreiben und eine existentielle Rolle während der enochondralen Ossifika-

tion einnehmen. Darüber hinaus führt die Chondrogenese zur Bildung von permanentem 

Knorpelgewebe, das u.a. in den Gelenken, im Atmungstrakt und in der Ohrmuschel struktu-

relle Aufgaben übernimmt. Es können drei Knorpelarten im humanen adulten Organismus 

unterschieden werden. Im reißfesten Bindegewebe des Faserknorpels befinden sich vor allem 

Typ I Kollagenfasern, während der elastische Knorpel von einem Netz elastin-haltiger Fasern 

durchzogen wird, die ihm seine elastische Konsistenz geben. Die primäre Funktion der 

Chondrozyten im hyalinen Knorpel ist die Bildung, der Erhalt und das Remodelling der um-

gebenden Knorpelmatrix. Diese besteht aus einem Netzwerk von Kollagenfibrillen und ei-

nem darin eingebetteten, hydratisierten Gel aus Proteoglykanen und Glykoproteinen. Kolla-

gen Typ II ist hierbei der dominierende Typ. Es ist allgemein als Knorpelmarker akzeptiert. 

Daneben sind Kollagene vom Typ IX und XI vorhanden und nur im prähypertrophen, sowie 

hypertrophen Knorpel, auch vom Typ X. Aggrecan repräsentiert das dominierende Prote-

oglykan. Das große Molekül kommt kaum in anderen Geweben vor und formt sehr große 

Aggregate, indem es wie andere Proteoglykane mit Hilfe des Link Proteins (cartilage link 

protein; CLP) an das Glykosaminoglykan Hyaluronsäure bindet. Diese Konstruktion hat die 

Eigenschaft viel Wasser zu binden und zeichnet sich durch ihre Druckfestigkeit aus. Gly-

koproteine wie das Cartilage Oligomeric Matrix Protein (COMP) und Matrilin, sowie Prote-

oglykane wie Perlecan und Fibromodulin, liegen je nach Knorpeltyp in variierenden Kon-
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zentrationen vor. Die genannten Marker werden zum Nachweis der in vitro oder in vivo 

chondrogenen Entwicklung von Zellen herangezogen. Die Knorpelmatrix ist für die biome-

chanischen Eigenschaften des Knorpels verantwortlich, moduliert aber auch die Differenzie-

rung und Aktivität von Chondrozyten [195]. Der Gelenkknorpel lässt sich histologisch in vier 

Zonen unterteilen [196]. Die Zone eins wird als Tangentialfaserzone bezeichnet, in der paral-

lel zur Oberfläche spindelförmige Knorpelzellen angeordnet sind. Die Kollagenfasern zeigen 

den gleichen Verlauf und bilden Arkaden, die in die tiefer liegenden Zonen hineinreichen. 

Während der Kollagengehalt hier hoch ist, ist die Konzentration von Proteoglykanen gering 

Die Zone zwei wird als Übergangszone bezeichnet, da sich die Zellen runder präsentieren 

und sich zu Chondronen zusammenlagern. Der Gehalt an Proteoglykanen ist im Vergleich 

zur Zone eins höher. Die Zone drei ist eine breite Radiärzone, in der sich die Chondrozyten 

zu Säulen anordnen. Dazwischen verlaufen ausgeprägte Kollagenfaserbündel. Hier findet 

sich auch die höchste Konzentration an Proteoglykanen. Zone vier stellt den Übergang zum 

subchondralen Knochen dar und wird als Zone des mineralisierten Knorpels bezeichnet, da 

hier bereits Kalziumkristalle in die extrazelluläre Matrix eingelagert sind. Histologisch lässt 

sich zwischen der Zone drei und vier eine basophile Grenzlinie erkennen (Tidemark), deren 

Funktion bisher nicht völlig geklärt ist. Während der Skelettentwicklung bilden sich im 

Rahmen der endochondralen Ossifikation zunächst Kondensationen mesenchymaler Zellen 

aus. Die Abläufe der frühen Chondrogenese sind teils unverstanden, werden aber u.a. durch 

mesenchymal-/epitheliale Zellinteraktionen reguliert [197,198]. Zelladhäsionsmoleküle wie 

N-Cadherin und NCAM (neural cell adhesion molecule), sowie Matrixmoleküle wie Tenas-

cin C und Versican, sind nachweisbar. Im Zentrum der Kondensationen entwickeln sich Prä-

chondrozyten, und die Expression von Markern undifferenzierter Zellen und von Kondensa-

tionsmarkern kommt zum Stillstand. Ab diesem Zeitpunkt ist Kollagen Typ II erstmals 

nachweisbar. Auf regulatorischer Ebene ist der Transkriptionsfaktor SOX9 von besonderer 

Bedeutung. Die Expression von SOX9 (Sry Type High Mobility Group Box) ist von der un-

differenzierten mesenchymalen Zelle bis zum Übergang zum prähypertrophen Zustand de-

tektierbar. Insgesamt ist SOX9 für die Bildung der Kondensationen, für die Proliferation und 

für die Weiterentwicklung zu Chondrozyten, sowie für die Expression der Transkriptionsfak-

toren L-SOX5 und SOX6 notwendig. Zusätzlich reguliert SOX9 direkt die Expression der 

Gene für Kollagen Typ II, Typ XI und Aggrecan. Die Expression von SOX9 wird durch ver-

schiedene Bone Morphogenetic Proteine (BMPs) initiiert, die somit die Kondensation beein-

flussen [199]. Es ist bisher kein anderer Transkriptionsfaktor gefunden worden, der die frühe 

Chondrogenese stromaufwärts oder auf der gleichen Stufe wie SOX9 in allen sich entwi-
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ckelnden Knorpelelementen reguliert. Die Weiterentwicklung der Prächondrozyten zu frühen 

Chondroblasten geht mit einem Anstieg der Zellproliferation und der Matrixproduktion ein-

her. So beginnen die Zellen verstärkt Kollagen Typ II zu sekretieren und Aggrecan, Link 

Protein, Kollagen Typ IX und XI werden erstmals nachweisbar. Neben SOX9 werden nun 

auch L-SOX5 und SOX6 detektiert. Diese sind sich strukturell ähnlich und haben teils ver-

gleichbare Funktionen. SOX5-/-/SOX6-/- Doppel-Knock-out Mäuse versterben schon im 

Uterus. Einen Einfluss auf die Bildung von Prächondrozyten haben diese Mutationen nicht, 

es erfolgt aber keine Weiterentwicklung zum frühen Chondroblasten. Während der frühen 

Embryonalentwicklung bilden die Chondroblasten Knorpelanlagen, die als formgebende 

Elemente des sich entwickelnden Skeletts anzusehen sind. Im Zentrum der Diaphyse der zu-

künftigen Röhrenknochen differenzieren die frühen Chondroblasten rasch zu terminal diffe-

renzierten Zellen und werden apoptotisch. Die entstehenden Lacunen werden durch einwan-

dernde knochenbildende Zellen aufgefüllt und es formieren sich primäre 

Ossifikationszentren. An beiden Seiten dieser Zentren bilden sich aus den frühen 

Chondroblasten die Wachstumsplatten aus. Nach Apoptose der terminal differenzierten 

Chondrozyten können sich die primären Ossifikationszentren ausdehnen. Die Säulen-

chondrozyten und die hypertrophen Chondrozyten ermöglichen letztlich das Längenwachs-

tum der Röhrenknochen. Zellen in der Mitte der Epiphyse der sich formierenden Röhrenkno-

chen durchlaufen ein ähnliches Programm und bilden sekundäre Ossifikationszentren aus. 

Die frühen Chondroblasten der Metaphyse beginnen, wenn die Zellen in der Diaphyse prä-

hypertroph geworden sind, Zonen säulenförmig geordneter Chondroblasten zu formieren. 

Die ehemals runden Chondrozyten erscheinen nun flach und sind in parallelen Säulen ange-

ordnet. Die am oberen Rand der Säule befindlichen Zellen proliferieren am stärksten. Die 

Proliferation nimmt nach unten hin ab und kommt beim Übergang zum prähypertrophen 

Chondrozyten zum Stillstand. L-SOX5 uns SOX6 sind essentiell für die Entwicklung und 

den Erhalt der säulenförmigen Zone. Faktoren wie Indian Hedgehog (IHH), das Parathyroid 

Hormone-related Peptide (PTHrP), FGFs, BMPs und Moleküle des Wnt-Signalweges sind 

ebenfalls an der Formierung und dem Erhalt dieser Zone beteiligt [200]. Die Transkriptions-

faktoren CBFA1 (RUNX2) und RUNX3 stimulieren die Proliferation der Säulen-

chondroblasten und sind auch für deren Anordnung von Bedeutung. Vor allem CBFA1, der 

zentrale Transkriptionsfaktor der Osteogenese, wird bis zum Stadium des terminalen 

Chondrozyten exprimiert. CBFA1-/- Knock-out-Mäuse weisen in einigen skelettalen Ele-

menten eine signifikante Reduktion der Proliferation von Chondroblasten auf, während 

CBFA1-/-/RUNX3-/- Doppel-Knock-out- Mäuse gar keine säulenförmigen Elemente bilden 



2 Literaturübersicht  

 39 

[201]. Die weitere Differenzierung der Chondroblasten zu prähypertrophen Chondrozyten 

geht mit einer ausgeprägten phänotypischen Änderung einher. Die Zellen proliferieren nicht 

mehr und vergrößern ihr zytoplasmatisches Volumen etwa um den Faktor 10. Sie enthalten 

mehr RNA für Aggrecan, Kollagen Typ II und aktivieren sequentiell die Gene für PTHR, 

IHH und Kollagen Typ X. Im hypertrophen Stadium ist die Expression der frühen Markerge-

ne sowie von PTHR und IHH nicht mehr nachweisbar, wohingegen vermehrt Kollagen Typ 

X produziert wird. Verschiedene BMPs, FGFs und andere Signalmoleküle sowie eine 

PTHrP/IHH Rückkopplungsschleife regulieren die Rate des Übergangs in den prähy-

pertrophen Zustand. Eine Überexpression von PTHrP führt zu einer ausgeprägten Inhibie-

rung der Knorpelreifung und verzögerter Bildung von Knochen. PTHrP-/- Knock-out-Mäuse 

zeigen verkümmerte Röhrenknochen. Insgesamt, stellt das PTHrP-Signalling einen negativen 

Regulator der Entwicklung vom proliferierenden zum hypertrophen Chondrozyten dar [202]. 

IHH, welches die PTHrP Expression induziert, wird von prähypertrophen Chondrozyten 

exprimiert. IHH inhibiert die Differenzierung hypertropher Chondrozyten und verzögert so-

mit eine Mineralisierung der Knorpelmatrix, ein Effekt der durch PTHrP vermittelt wird. Die 

negative Rückkopplungsschleife besteht also darin, dass IHH die Expression von PTHrP in-

duziert, welches die Chondrozyten im proliferativen Stadium hält und somit die Produktion 

von IHH verzögert. L-SOX5 und SOX6 verzögern den Übergang in den prähypertrophen 

Zustand, sind aber für die Ausbildung der Hypertrophie notwendig, wobei der Mechanismus 

unverstanden ist. Die Abnahme der Expression früher chondrozytärer Markergene wird mit 

der nicht mehr nachweisbaren Expression von L-SOX5, SOX6 und SOX9, sowie mit der 

Expression von transkriptionalen Repressoren erklärt. CBFA1 und RUNX3 nehmen eine 

Schlüsselrolle bei der Induktion der Prähypertrophie und der Hypertrophie ein. CBFA1-/- 

Knock-out-Mäuse generieren im Femur keine prähypertrophen Chondrozyten, während sich 

dieser Prozess in der Tibia nur verzögert. RUNX3-/- Knock-out-Mäuse zeigen eine Verzöge-

rung der endochondralen Ossifikation. CBFA1 ist potentiell ein transkriptionaler Aktivator 

von Genen, die für die Chondrozytenreifung verantwortlich sind. Es bindet in vivo an den 

Kollagen Typ X Promotor. Darüber hinaus ist CBFA1 in die IHH/PTHrP Rückkopplungs-

schleife integriert, die in der Wachstumsplatte die Chondrozytenreifung kontrolliert. Beim 

Übergang zum terminal differenzierten Chondrozyten wird die Expression von Kollagen Typ 

X herunterreguliert, während Gene für die Matrix-Metalloproteinase 13 (MMP13), Osteo-

pontin und die alkalische Phosphatase hochreguliert werden. Letztere sind auch Marker für 

Osteoblasten. Wie Osteoblasten produzieren terminal differenzierte Chondrozyten eine mine-

ralisierte Matrix. Obwohl nach wie vor kontrovers diskutiert, wird davon ausgegangen, dass 
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die meisten dieser Zellen, wenn nicht alle, sich nicht weiter zu endochondralen Osteoblasten 

entwickeln, sondern apoptotisch werden. Der transkriptionale Aktivator c-MAF (musculoa-

poneurotic fibrosarcoma AS42 oncogene homologe) ist an der Initiation der terminalen Dif-

ferenzierung und der Beendigung der Chondrogenese beteiligt. Einer der ersten Schritte wäh-

rend der Gelenkbildung ist die Ausbildung einer Höhle. Dies geschieht, wenn mesenchymale 

Zellen, die je nach Gelenktyp, zwischen oder in präknorpeligen Kondensationen vorliegen, 

und die sich zu Prächondrozyten entwickelt haben, dedifferenzieren und apoptotisch werden 

[203]. Zum gleichen Zeitpunkt differenzieren Prächondrozyten, die die entstandenen Hohl-

räume umgeben, erst zu frühen und dann zu artikulären Chondroblasten. Am Ende der 

postnatalen Entwicklung differenzieren diese Zellen zu artikulären Chondrozyten, die sich 

kaum noch teilen und viel Aggrecan, aber wenig Kollagen Typ II sekretieren. Diese durch-

laufen mit Ausnahme von Zellen der vierten Knorpelzone im Bereich der Tidemark, keine 

Weiterentwicklung zu hypertrophen Chondrozyten [204]. Es wird diskutiert, dass die qualita-

tiven und quantitativen Unterschiede im Genexpressionsprofil von artikulären Chondrozyten 

und von Chondrozyten der Wachstumsplatten Unterschiede in der Expression und Aktivität 

spezifischer Transkriptionsfaktoren widerspiegeln, und dass Repressionsmechanismen aktiv 

sind, die im normalen Knorpel einer Hypertrophie entgegenwirken. 

 

2.4.3.2.3.1 In vitro Chondrogenese 

Die in vitro Chondrogenese mesenchymaler Stamm- und Progenitorzellen erfolgt oftmals in 

einem dreidimensionalen (3D) in vitro Kultursystem in Form von hochdichten Zellaggrega-

ten [205]. Im serumfreien Medium, welches Dexamethason enthält, kann hier mit den 

Wachstumsfaktoren TGF beta 1 bzw. TGF beta 3 standardmäßig eine chondrogene Entwick-

lung induziert werden. Dexamethason entfaltet seine chondrogene Wirkung u.a. durch Betei-

ligung an der Stimulierung des Transkriptionsfaktors SOX9 [206]. Barry konnte zeigen, dass 

die TGF beta-Isoformen –beta 1, -beta 2 und –beta 3 eine unterschiedlich starke chondrogene 

Wirkung zeigen [207]. Obwohl humane MSC auf alle drei Isoformen reagierten, zeigte sich 

bei den Isoformen TGF beta 1 und –beta 3 im Vergleich zu –beta 2 eine frühere und ausge-

prägtere Synthese von Kollagen Typ II. TGF beta 1 und TGF beta 3 binden an Endoglin, 

welches bei der Kontrolle der chondrogenen Differenzierung von MSC und deren Wechsel-

wirkung mit hämatopoetischen Stammzellen von Bedeutung ist. In vivo wird TGF beta reich-

lich im embryonalen Knorpel gebildet und spielt somit eine Rolle bei der chondrogenen 

Transformation der Zellkondensationen [208].  
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2.4.3.2.4 Osteogenese 

Knochen ist fest gegen Zug, Druck, Biegung und Dehnung. Er gehört zu den härtesten Ge-

weben des menschlichen Körpers und ist wichtigster Bestandteil des Skeletts. Er ist das 

Stützgewebe des Körpers und sein formgebendes Prinzip basiert auf nicht-zellulären Struktu-

ren, sondern einer organischen Grundsubstanz mit eingelagerten Kalksalzen. Die organische 

Grundsubstanz aus Proteoglykanen und Glykoproteinen besitzt zahlreiche eingelagerte Kol-

lagenfasern, die zu Fibrillen aggregieren. Die anorganische Knochensubstanz besteht zu 85% 

aus Kalziumphosphat, 10% aus Kalziumcarbonat und 5% aus Alkali- und Magnesiumsalzen. 

Wichtige Knochencharakteristika, wie die physikalische Härte und die biologische Plastizi-

tät, beruhen auf der Integration von organischen und anorganischen Substanzen. Knochen 

wird letztlich von drei Zelltypen generiert: Chondrozyten, Osteoblasten und Osteoklasten. 

Chondrozyten und Osteoblasten sind mesenchymalen Ursprungs, während die Osteoklasten 

dem hämatopoetischen System zugeordnet werden.  

Die Knochenregeneration und -homöostase, werden durch die Knochen aufbauenden Oste-

oblasten und die Knochen resorbierenden Osteoklasten reguliert. Der Knochenentwicklung 

erfolgt durch desmale (direkte Knochenbildung) und enchondrale (indirekte Knochenbil-

dung) Ossifikation. Die desmale Ossifikation ist die häufigste Art der Knochenbildung, z.B. 

entstehen so die perichondralen Knochenmanschetten aller Röhrenknochen, nach diesem 

Modus wird Knochen auf der Oberfläche von Knorpelresten während der chondralen Ossifi-

kation gebildet, oder erfolgt die Heilung von Knochenbrüchen. Die Entstehung ganzer Kno-

chen durch desmale Ossifikation ist allerdings selten und beschränkt sich auf die Entstehung 

der Schädelknochen bzw. Teilen davon. Während dieses Vorgangs bilden sich Kondensatio-

nen mesenchymaler Stammzellen, die dann direkt in die Knochenmatrix produzierende Oste-

oblasten differenzieren. Die Osteoblasten beginnen alsbald mit der Kollagen- und Osteoid-

synthese und mauern sich damit ein. Aus den Osteoblasten sind Osteozyten geworden. Bei 

der enchondralen Ossifikation, durch die die Knochen des axialen und des appendikulären 

Systems, sowie Teile des Gesichtsknochens, gebildet werden, erfolgt zunächst die Bildung 

eines knorpeligen Primordialskeletts (wie im Kapitel Chondrogenese beschrieben), welches 

im Rahmen der Osteogenese durch Osteoklasten resorbiert und letztlich durch von Oste-

oblasten sezernierte Knochenmatrix ersetzt wird. Das Längen- und Dickenwachstum des 

Knochens und die Bruchheilung erfolgt auf diese Weise. Das Längenwachstum erfolgt bidi-

rektional, wobei kontinuierlich knorpelige Strukturen aufgebaut, resorbiert und durch Kno-

chenmatrix ersetzt werden. Von der Peripherie zum Zentrum des Knochens wird in der 

Wachstumszone ein Gradient sich differenzierender Chondrozyten ausgebildet. Histologisch 
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wird zwischen einer Reservezone, einer Proliferationszone, einer Resorptionszone und einer 

Verknöcherungszone unterschieden. Die Reservezone besteht aus hyalinem Knorpel. Die 

Chondrozyten zeigen eine sehr geringe Teilungsaktivität. In der Proliferationszone entsteht 

Säulenknorpel, der durch stark proliferierende Chondrozyten entsteht, die sich in Längsrich-

tung des Knorpels anordnen. Die Interzellularsubstanz wird nur noch in geringem Maße ge-

bildet und hat im Vergleich zur Vorzone abgenommen. Blasenknorpel kennzeichnet die Re-

sorptionszone. Hier liegen vergrößerte, glykogenreiche Chondrozyten in erweiterten 

Knorpelhöhlen und es kommt zur Kalzifizierung des Knorpels, durch Hydroxylapatitkristall-

bildung. In der Verknöcherungszone gehen die Knorpelzellen zu Grunde und die Knorpel-

höhlen werden durch Chondroklasten eröffnet, wodurch Blutkapillaren einsprießen und 

MSCs in das Gewebe gelangen. Die MSC differenzieren zu Osteoblasten, welche sich auf 

den Septen der kalzifizierten Knorpelgrundzubstanz absetzten und mit der Bildung von Kno-

chengrundsubstanz beginnen. Somit entsteht trabelulärer Knochen, der in seinem Inneren 

verkalkten Knorpel und auf der Oberfläche primäres Knochengewebe aufweist. Dieser ent-

standene Geflechtknochen wird später wieder abgebaut und durch den für das erwachsene 

Individuum typischen Lamellenknochen ersetzt. 

Nach Aubin und Caplan leiten sich die Osteoprogenitorzellen von mesenchymalen Stamm-

zellen ab, die der Ursprung zur Differenzierung einer Reihe von festgelegten und definierten 

Entwicklungslinien sind [209,210]. Es ist noch nicht völlig geklärt, welche regulatorischen 

Moleküle die Differenzierung der multipotenten MSC induzieren und kontrollieren. Da das 

aktuell verfügbare Spektrum an Markern für frühe Differenzierungsstadien begrenzt ist, ist es 

vor allem schwierig, Aussagen über Präosteoblasten oder noch frühere Entwicklungsstadien 

zu machen. Vereinfacht lässt sich die osteogene Entwicklung von der Stammzelle bis zum 

Osteozyten in die Zellstadien mesenchymale Stammzelle, Osteoprogenitorzelle, Präoste-

oblast, Osteoblast, osteozytischer Osteoblast und Osteozyt unterteilen. MSC sind CBFA1 

positiv und in vitro positiv für die Marker SH2 (CD105) und ALCAM (CD166), während 

Osteoprogenitorzellen nur ALCAM positiv sind [211]. Beide Zelltypen zeichnen sich durch 

eine hohe Zellteilungsaktivität aus. Der Nachweis von alkalischer Phosphatase (ALP) und 

von Kollagen Typ I in diesen Zellstadien wird in der Literatur unterschiedlich angegeben. 

Auch die Präosteoblasten können sich weiterhin teilen, sind ALP positiv und synthetisieren 

Bone Sialoprotein (BSP) sowie Kollagen Typ I. Osteoblasten teilen sich nicht mehr und pro-

duzieren alle für die Knochenbildung notwendigen Matrixkomponenten, wie Osteocalzin und 

BSP, allerdings konnten aus Subpopulationen von Osteoblasten nachgewiesen werden. ALP 

und der PTH/PTHrP Rezeptor scheinen ubiquitäre in vivo Marker dieser Osteoblasten zu 
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sein, während alle anderen Marker sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene ein Expres-

sionsmuster abhängig von der Subpopulation aufweisen [209]. Dies ist auch deshalb von 

Interesse, weil die einzelnen Matrixmoleküle eine regulatorische Wirkung auf die Osteoge-

nese haben. Etwa 10-20% der Osteoblasten werden in Osteozyten umgewandelt. Die meisten 

Osteoblasten (65%) unterliegen nach der Erfüllung ihrer Aufgabe der Apoptose [212]. In 

Primärkulturen von Osteoblasten, die aus Kalvarien oder trabekulärem Knochen isoliert wur-

den, exprimieren die Zellen im Verlauf der Osteogenese ALP, Kollagen Typ I und alle nicht-

kollagenen Proteine der Knochenmatrix. Darüber hinaus bilden die Zellen unter osteogenen 

Kulturbedingungen knochenähnliche Knötchen (Nodules) aus. Diese weisen histologisch, 

ultrastrukturell und immunhistochemisch nachweisbare Merkmale von Geflecht- bzw. emb-

ryonalem Knochen auf. Owen hat die Bildung der Nodules untersucht und es zeigte sich, 

dass diese sich aus den drei sequentiell ablaufenden Phasen Proliferation, Bildung und Rei-

fung der Matrix, sowie Mineralisierung zusammensetzt. Diese drei Phasen unterscheiden sich 

u.a. in der Expression von den mit der Proliferation und der Osteogenese assoziierten Genen 

[213]. Die Transkriptionsfaktoren CBFA1 und Osterix gelten als wichtige Schlüsselfaktoren 

der Osteogenese im Rahmen der desmalen und der enchondralen Ossifikation. CBFA1 wird 

in Progenitorzellen, Chondrozyten und Osteoblasten exprimiert. CBFA1-/- Knock-out-Mäuse 

zeigen keine Knochenentwicklung [214,215]. Der Abbruch der Osteogenese erfolgt bereits 

während der frühen Knochenentwicklung, weil mesenchymale Zellen aus dem Periost bzw. 

dem Perichondrium nicht in die mineralisierte Knorpelmatrix einwandern können und auch 

keine Degradation der Matrix durch Osteoklasten erfolgt [215]. Auch eine Überexpression 

von CBFA1 in Osteoblasten resultiert in einer mangelhaften Knochenbildung [216]. Insge-

samt weisen diese Daten darauf hin, dass CBFA1 verschiedene Prozesse der Osteogenese 

reguliert [217]. CBFA1 wird zum einen durch Phosphorylierung reguliert, interagiert aber 

mit einer Vielzahl von Transkriptionsfaktoren wie Smad1, -3, -5, Menin, STAT1 (signal 

transducer and activator of transcription 1) und Twists [218]. Zahlreiche Gene, die von reifen 

Osteoblasten exprimiert werden, wie Osteocalzin, BSP, Osteopontin und Kollagen Typ I, 

sind Zielgene von CBFA1 [219]. CBFA1 spielt auch während der Invasion von Blutgefässen 

eine Rolle. In Mäusen, die keine CBFA1 Expression zeigen, ist auch keine Invasion in ir-

gendein skelettales Element zu beobachten [220]. Auch eine Expression von VEGF durch 

hypertrophe Chondrozyten ist dann nicht mehr nachweisbar. Aktuell ist gezeigt worden, dass 

der transkriptionale Modulator TAZ (trancriptional co-activator with PDZ-binding motif) die 

CBFA1 abhängige Genexpression co-aktiviert und die PPARgamma-abhängige Genexpres-

sion suppremiert [221]. Durch Variation der Expression von TAZ in embryonalen 



2 Literaturübersicht  

 44 

Fibroblasten der Maus, in mesenchymalen Stammzellen und in vivo im Zebrafisch, konnte 

das Gleichgewicht zwischen Osteogenese und Adipogenese verschoben werden. Dies deutet 

auf eine regulatorische Funktion von TAZ auf die Osteogenese und allgemeiner auf die 

Stammzelldifferenzierung hin. Die regulatorische Wirkung von Osterix auf die Osteogenese 

erfolgt stromabwärts von CBFA1. Wie dieser Faktor die Osteoblastendifferenzierung und 

Funktion reguliert, ist nicht gänzlich geklärt. In Osterix-/- Knock-out-Mäusen werden von 

Zellen, die in der Nachbarschaft von Chondrozyten vorliegen, keine Marker reifer Oste-

oblasten exprimiert, dafür aber Marker von Chondrozyten [222]. Dies legt den Schluss nahe, 

dass Osterix für die Initiation und den Erhalt der osteogenen Linie wichtig ist. In letzter Zeit 

hat sich darüber hinaus ein wichtiger Einfluss von beta-Catenin auf die Osteogenese heraus-

gestellt. Beta-Catenin ist ein stromabwärts liegender Mediator des Wnt-Signalweges, in dem 

ein die Transkription regulierender Komplex (TCL/LEF) aus dem T-Cell Factor (TCL) und 

dem lymphoid enhancer-binding factor (LEF) formiert wird. Mutationen die das Gen für den 

Wnt Co-Rezeptor LRP5 (low density lipoprotein receptor-related protein 5) inaktivieren, der 

für die Aktivierung des Wnt Signalling erforderlich ist, führen zu Osteoporose und anderen 

Erkrankungen [223]. Studien, in denen die beta-Catenin Expression in verschiedenen Stadien 

der Osteogenese unterbunden wurde, zeigten einen wichtigen Einfluss auf verschiedene 

Schritte der Osteogenese [224]. Zahlreiche, nicht für die Osteogenese spezifische, Transkrip-

tionsfaktoren weisen ebenfalls einen Einfluss auf die osteogene Entwicklung auf [218]. 

 

2.4.3.2.4.1 In vitro Osteogenese 

Für die in vitro Osteogenese von mesenchymalen Stamm- und Progenitorzellen ist ein Stan-

dard Assay beschrieben worden [226,226]. Hier dienen Dexamethason, beta-

Glycerophosphat und L-Ascorbinsäure-2-phosphat als stimulierende Faktoren. Dexametha-

son fördert die MSC-Proliferation und die osteogene Differenzierung [194]. Beta-

Glycerophosphat dient als Phosphatquelle, unterstützt somit die Mineralisation und moduliert 

die Osteoblastenaktivität. Freie Phosphate, vom Beta-Glycerophosphat oder L-

Ascorbinsäure-2-phosphat, induzieren die mRNA– und Proteinexpression von osteogenen 

Markern, wie Osteopontin, und haben einen Effekt auf die Produktion und nuklearen Export 

von CBFA, ein Schlüsselgen in der Osteogenese [194]. L-Ascorbinsäure-2-phosphat dient 

während der Kollagensynthese als Co-Faktor zur Hydroxylierung von Prolin und Lysin. Es 

bewirkt darüber hinaus eine erhöhte Aktivität der Synthese nicht-kollagener Proteine der 

Knochenmatrix [227].  
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3 Material und Methoden 
3.1 Material 
3.1.1 Antikörper 

3.1.1.1 Antikörper für die Immunhistochemie 

Die verschiedenen Antikörper sind in tabellarischer Form im Tabellenverzeichnis zu finden. 
Der biotinylierte Sekundär-AK für die SV-40-Färbung stammt aus dem MOM-Kit von Vec-
tor. 
 
3.1.1.2 Antikörper für die Durchflusszytometrie  

Die für die Durchflusszytometrie genutzen Antikörper sind in tabellarischer Form im Tabel-
lenverzeichnis unter Tabelle 4 zu finden. 
 
3.1.2 Färbelösungen 

Alcianblau 

10g Alcianblau 8 GX Certistain von Merck wurden in 500ml 3% Essigsäure pH 2,5 gelöst. 

Die 3% Essiglösung wurde durch Mischen von 485ml Aqua dest. mit 15ml Eisessig herge-

stellt. 

 

Giemsa 

15ml Giemsafärbelösung von Sigma wurden ad 80ml mit Phosphatpuffer pH 6,88 aufgefüllt.  

Der Phosphatpuffer wurde aus 11,13g NA2HPO4 x H2O und 8,5g KH2PO2 ad 500ml Aqua 

dest. angesetzt. 

 

Hämatoxylin 

50ml Hematoxylin Solution, Gill No.3 ist Bestandteil des Leukocyte Alkaline Phosphatase-

Kit von Sigma. 

 

Sudan III 0,3% 

0,03g Sudan III-Pulver von Merck wird in 10ml 70% Alkohol gegeben und 15 min. im Was-

serbad bei 60°C erhitzt. Die Lösung wird anschließend filtriert. 
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3.1.3 Geräte 

 
BD FACS Cytomics FC 500 CXP     Becton Dickinson, San Jose, CA, USA 

CO2 Inkubator CB Binder, Tuttlingen, Deutschland 

Elektrische Feinwaage AK 160 Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutsch-

land 

Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland 

Kryostat LEICA CM3050 S Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nuss-

loch, Deutschland 

Lichtmikroskop Wilovert S Helmet Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland 

 

Neubauer Zählkammer Brandt, Ludwigshafen, Deutschland 

 

PCR Mastercyler 5330 Eppendorf, Deutschland 

Photometer Eppendorf, Deutschland 

Sterile Werkbank: Class II type A/B3 Nuaire, Plymouth, MN, USA 

Wasserbad Köttermann GmbH & Co. KG, Uet-

ze/Hänigsen, Deutschland 

Zentrifuge Allegra™ 25R Beckman, Palo Alto, CA, USA 

 
 
3.1.4 Gewebeproben 

Für die Isolierung der Zellen aus humanen Speicheldrüsengewebe wurde Gewebe genutzt, 

das bei operativen Eingriffen an der Klinik für Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde & plasti-

sche Operationen des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Lübeck, bei Neck 

Dissection und Parodektomie, entnommen werden konnte. Die Speicheldrüsen selber zeigten 

keine tumorösen Infiltrate und wurden zur histopathologischen Befundung in das Institut für 

Pathologie der Universität zu Lübeck, gegeben. Die Patienten waren zwischen 52-75 Jahre 

alt.  

Das murine Gewebe zur Gewinnung von Zellen aus Speicheldrüsen und das in Paraffin ein-

gebettete Gewebe für die Immunhistochemie, stammen aus BalbC-Mäusen. Das Tierver-

suchsvorhaben wurde vom Ministerium für Natur und Umwelt des Landes Schleswig-

Holstein unter der Tierversuchsnummer 33/l/06 genehmigt. 
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3.1.5 Kits 

Nucleospin RNA II                                              Macherey und Nagel, Düren, Deutschland 

Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit                   Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland 

Avidin/Biotin-Blocking-Kit                                 Vector 

DAB+                                                                   Vector 

MOM                                                                    Vector 

 

3.1.6 Molekularbiologische Chemikalien 

5x DNA-Probenpuffer                                                        0,25% Bromphenolblau  

                                                                                            0,25% Xylencyanol  

                                                                                            15% Glycerin  

                                                                                            in 50ml H
2
O  

5x TBE-Puffer                                                                    0, 45 M Tris/HCL, pH 8, 0    

                                                                                            0,45 M Borsäure  

                                                                                            0,01 M EDTA  

10x Puffer + Magnesium                                                    Roche, Mannheim, Deutschland 

DTT                                                                                    Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

First strand 5x Puffer                                                          Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

Marker DNA      Leiter, 0,1µg/µl                                      GIBCO BRL, Schottland 

Oligo dt 12-18 Primer 0,5µg/µl                                        Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland 

PCR Nukleotid-Mix (10mM jedes dNTP)                         Roche, Mannheim, Deutschland 

Polymerase-Puffer 10x                                                       Roche, Mannheim, Deutschland 

Taq DNA Polymerase 5U/µl                                              Roche, Mannheim, Deutschland 

Superscript II                                                                      Invotrogen, Karlsruhe, Deutschland 

 

3.1.7 Primer 

Die Primertabelle ist unter Tabelle 5 im Tabellenverzeichnis zu finden. 

 

3.1.8 Reagenzien 

Aceton J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA 

Anti-Mouse IgGκ / Negative control (FBS) Compensation Particles Set, BD 

Biosciences, Deutschland 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 
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β-Glycerophosphat Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deutschland 

Collagenase Typ II Invitrogen, Eugene, OR, USA 

Dexamethason (Fortecortin Inject 8mg) Merk, Deutschland 

Dispase Invitrogen, Karlsruhe Deutschland 

DMEM high glucose PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-

reich 

DMSO Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Dulbecco’s PBS PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-

reich 

Ethanol J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA 

FACSFlowTM Backton Dickinson, Heidelberg, Deutsch-

land 

FCS gold, inaktiviert PAA, Pasching, Österreich 

FKS, nicht inaktiviert GIBCO, New York, CT, USA 

Fluoromount-G Southern Biotech, Birmingham, Alabama, 

USA 

Formaldehyd 37% Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Hyaluronidase Typ 1s Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

IBMX Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Indomethacin Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

Insulin Sigma-Aldrich, München, Deutschland 

ITS Plus culture supplement Beckton Dickinson, Heidelberg, Deutsch-

land 

L-Ascorbic-2-phosphat Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

L-Glutamat Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

LSM 1077 (Lymphocyte Separation Medi-

um) 

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-

reich 

Methanol J.T.Baker, Phillipsburg, NJ, USA 

Natrium-Citrat Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Natrium-Chlorid Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Nicht-essentielle Aminosäuren (100x) GIBCO, New York, CT, USA 

Penicillin-Streptomycin Biochrom, Deutschland 

CSA-Protein Block, Serum free DAKO, Cytomation, Dänemark 
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Sodium Pyruvate Solution PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-

reich 

TGF-β3 R&D-Systems, Deutschland 

Tris HCL Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Tissue-Tek Sakura, Zoeterwonde, Niederlande 

Trypanblau Sigma-Aldrich, Seelze, Deutschland 

Trypsin-EDTA (1x) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Öster-

reich 

Vectashield Alexis, Grünberg, Deutschland 

Wasserstoffperoxis 30% Fluca 

Xylol 99,9% Applichem 

 

3.1.9 Verbrauchsmaterial 

BD FalconTM 5ml Polystyrol Rundboden-
röhrchen 

BD Biosciences, Bedford, MA, USA 

  
BD FalconTM Zellsieb, 40µm, 70µm BD Biosciences, Bedford, MA, USA 
  
Chamber Slides BD Biosciences, Bedford, MA, USA 
  
Combitips plus, 2,5ml, 10ml Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 
  
Cryomold Intermediate Sakura Finetek Europe B.V., Zoeterwoude, 

Niederlande 
Deckgläser Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland 
  
Eppendorfreaktionsgefäße 0,5ml, 1,5ml,  
2 ml 

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland 

  
Kunststoffröhrchen, steril, mit Schraubver-
schluss, 15 und 50ml 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

  
Objektträger Super Frost / Plus Menzel-Gläser, Braunschweig, Deutschland 
  
PCR-Tubes, Tube strips Greiner, Deutschland 
  
Pipettenspitzen, 10µl (weiß) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
  
Pipettenspitzen, 200µl (gelb) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
  
Pipettenspitzen, 1000µl (blau) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
  
Röhrchen 15ml, 50ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
  
Serologischel Pipetten, 5ml, 10ml, 25ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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Skalpell Feather disposalbe Scalpel No22 feather safety razor Co., Osaka, Japan 
  
Tissue Culture Flask, 75 cm2 Sarstedt, Newton, NC, USA 
  
Tissue Culture Flask, 175 cm2 Sarstedt, Newton, NC, USA 
  
Zellkulturschalen 6 cm Sarstedt, Newton, NC, USA 
 
 

3.1.10 Zellkulturmedien 

3.1.10.1 Stammzellmedium 

500ml Kulturmedium 

445ml DMEM high glucose 

50ml FCS gold (inaktiviert) 

5ml Penicillin-Streptomycin  

 

500ml Grundmedium für die Differenzierung 

435ml DMEM high glucose 

50ml FKS ( nicht inaktiviert) 

5ml Penicillin-Streptomycin 

5ml L-Glutamat; 

5ml MEM   

30mg L-Ascorbic-2-phosphat (in 10ml Medium lösen, sterilfiltrieren) 

 

3.1.10.2 Adipozyten-Induktionsmedium 

Differenzierungs-Medium Ansatz für 500ml 

500ml Grundmedium +  

59µl Dexamethasone (1µM Dexamethasone (Stock: 8,46mM) Sigma D-4902) 

100µl Insulin (2µM Insulin (Stock: 10mM) Sigma 1-1882) 

1ml IBMX (0, 5mM IBMX (Stock: 0, 25mM) Sigma 1-7018) 

500µl Indomethacine (200µM Indomethacine (Stock: 200mM) Sigma 1-7378) 

 

3.1.10.3 Adipozyten-Erhaltungsmedium 

Erhaltungsmedium Ansatz für 500ml 

500ml Grundmedium + 

100µl Insulin (2µM Insulin (Stock: 10mM)) 
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3.1.10.4 Osteoblasten-Induktionsmedium 

Differenzierungs-Medium Ansatz 500ml 

500ml Grundmedium +  

5,9µl Dexamethasone (0,1µM Dexamethasone (Stock: 8, 46mM) 

1, 0802g β-Glycerophosphate (10mM β-Glycerophosphate) 

 

3.1.10.5 Chondroyten-Induktionsmedium 

Differenzierungs-Medium Ansatz für 500ml 

500ml Grundmedium +  

5, 9µl Dexamethasone (0,1µM Dexamethasone (Stock: 8,46mM) 

60,5mg L-Prolin (1mM L-Prolin) 

5000µl ITS (1% ITS Plus culture supplement BD 354352) 

500µl TGF β3 (10ng/ml TGF β3 (Stock: 2ng/µl)) 

 

3.1.10.6 Einfriermedium 

100ml Einfriermedium für MSC 

50ml DMEM high glucose 4,5mg/l 

                        Sodium pyruvat 110mg/l 

                        L-Glutamin 2mM/l  

40ml FCS gold hitzeinaktiviert 

10ml DMSO sterilfiltriert 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Zellbiologische Methoden 

3.2.1.1 Isolierung mesenchymaler Stammzellen aus Speicheldrüsen 

Für die Herstellung einer Einzelzellsuspension wurde frisches, kurz zuvor in einer Operation 

entnommenes Speicheldrüsengewebe verwendet. Das Drüsengewebe wurde weitgehend von 

Fett- und Bindegewebe befreit und mit einem Skalpell in einer Petrischale, unter sterilen Be-

dingungen, zerkleinert. Das zerkleinerte Gewebe wurde in ein 50ml Röhrchen gegeben und 

anschließend in einer Waschlösung (PBS mit 2mM EGTA) bei 1200 U/min. für 5 min. 

zentrifugiert. Das Pellet wurde dann in 10ml Dissectionsmedium (1ml Collagenase (collage-

nase type 2 Invitrogen 17101-015, 5,01mg/ml) + 1ml Hyaluronidase (Hyaluronidase Sigma 

H3506, 3,99mg/ml) + 8ml Medium (DMEM high glucose) resuspendiert und für 40 min. bei 

37°C im Wasserbad, unter permanentem Schütteln, inkubiert. Die Hyaluronidase spaltet 

hierbei Hyaluronsäure, Chondroitin- und Mukoitinsulfate, was die Strukturauflockerung von 

Binde- und Stützgewebe zur Folge hat. Die Collagenase spaltet Peptidbindungen in Kollage-

nen und bewirkt somit ebenfalls eine Auflockerung der extrazellulären Matrix. Anschließend 

wurde das Gewebe bei 1200U/min. für 5 min. zentrifugiert. Es folgte eine erneute Inkubation 

im Wasserbad bei 37°C, diesmal für 60 min., in 20ml Dispersionsmedium (1ml Dispase 

(Dispase Invitrogen 17105-041, 33,4mg/ml) + 19ml Medium (DMEM high glucose)). Hier-

bei unterstützt die Dispase die weitere Auflösung des Gewebeverbandes. Die Gewinnung der 

Einzelzellen erfolgte durch Filtration in einem 70µm-Filter. Das Filtrat wurde dann im Medi-

um (DMEM high glucose) gewaschen und bei 4°C bei 1200 U/min. für 5 min. zentrifugiert. 

Das Pellet wurde in Medium resuspendiert, es wurde die Zellzahl bestimmt, ein CFU-F-

Assay für jede Probe angesetzt und die restlichen Zellen wurden in T175-Flaschen kultiviert.  

 

3.2.1.2 Kultivierung mesenchymaler Stammzellen 

Die isolierten Zellen aus der Speicheldrüse wurden in Zellkulturflaschen (175 cm2) angesetzt 

und bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert. In der Zellkultur wurde DMEM (high 

glucose 4,5mg/l, Sodium pyruvat 110g/l, L-Glutamin 2 mM/l) als Kulturmedium eingesetzt, 

das mit 10% FCS gold (inaktiviert bei 56°C für 30 Minuten) und 1% Penicillin-Streptomycin 

versetzt wurde. 

Der Zustand der Kultur wurde täglich mikroskopisch überprüft, bei einer 90% Konfluenz 

wurde die Probe passagiert. Das alte Medium wurde entfernt, die Probe mit 10ml PBS gewa-

schen und anschließend mit 5ml Trypsin-EDTA, für 5 min. bei 37°C im Brutschrank, inku-

biert. Die Trypsinierung wurde durch Zugabe von 10ml Kulturmedium gestoppt und die Zel-
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len durch auf- und abpipettieren mit einer 10ml Stabpipette, vereinzelt. Die Zellsuspension 

wurde in ein 50ml Röhrchen gegeben, welches mit Kulturmedium gefüllt wurde, und bei 

1200U/min. für 5 min. zentrifugiert. Das Pellet wurde in 3ml Kulturmedium resuspendiert, je 

1ml davon wurde in 19ml Zellkulturmedium gegeben und in eine neue T175-Kulturflasche 

gegeben. Alle 3-4 Tage erfolgte ein Mediumwechsel. In der 3ten Passage wurden die Zellen, 

mittels Durchflusszytometrie, untersucht, wofür die Zellen nach der Trypsinierung nicht im 

Kulturmedium, sondern in PBS mit 2% BSA-Zusatz aufgenommen wurden. 

 

3.2.1.3 Differenzierung mesenchymaler Stammzellen 

3.2.1.3.1 Adipogene Differenzierung 

Für die Differenzierung wurden die Zellen in einer Dichte von 1000 Zellen/cm2 auf zwei-

chamber Cover Slides und eine 6 cm Petrischale gebracht. Die Zellen wurden 2-3 Tage mit 

Grundmedium kultiviert, bis die ersten Zellteilungen sichtbar wurden und eine Konfluenz 

von 40% bestand. Danach erfolgte die Induktion mit adipogenem Induktionsmedium. Das 

Induktionsmedium wurde nach 3 Tagen gegen das adipogene Maintenance-Medium gewech-

selt, welches für 4 Tage auf den Zellen verblieb. Dieser Zyklus wurde insgesamt dreimal 

wiederholt. Danach erfolgte eine ausschließliche Inkubation der Zellen mit Maintenance-

Medium. 

Als Nachweis der adipogenen Differenzierung wurde jeweils ein zwei-chamber Cover Slide 

an Tag 0, 9, 18, und 25 in Doppelbestimmung mit Sudan III gefärbt. Zusätzlich erfolgte ein 

Nachweis von Genen der Adipogenese (PPAR-gamma, C/EBP, aP2) mittels PCR. Hierfür 

wurden jeweils an Tag 0, 9, 18 und 25 die differenzierten Zellen einer 6 cm Petrischale ge-

nutzt und die RNA der Zellen mit dem Nucleospin RNA II-Kit von Macherey und Nagel 

isoliert. 

 

3.2.1.3.2 Osteogene Differenzierung 

Für diese Differenzierung wurden ebenfalls die Zellen in einer Dichte von 1000 Zellen/cm2 

auf zwei-chamber Cover Slides und eine 6 cm Petrischale gebracht. Die Zellen wurden 2-3 

Tage mit Grundmedium kultiviert, bis die ersten Zellteilungen sichtbar wurden und eine 

Konfluenz von 40% bestand. Danach erfolgte die Induktion mit osteogenem Differenzie-

rungsmedium. Das Differenzierungsmedium wurde alle 3-4 Tage gewechselt. 

Als Nachweis der osteogenen Differenzierung wurde jeweils ein zwei-chamber Cover Slide 

an Tag 0, 9, 18, und 25 in Doppelbestimmung mit alkalischer Phosphatase, Osteopontin und 
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Bone Sialoprotein gefärbt. Zusätzlich erfolgte ein Nachweis von Genen der Osteogenese 

(Osteopontin, Osteocalzin) mittels PCR. Hierfür wurden jeweils an Tag 0, 9, 18 und 25 die 

differenzierten Zellen einer 6 cm Petrischale genutzt und die RNA der Zellen mit dem Nuc-

leospin RNA II-Kit von Macherey und Nagel isoliert. 

 

3.2.1.3.3 Chondrogene Differenzierung 

Für die chondrogene Differenzierung braucht man ausreichend Zellkulturoberfläche zum 

Abtrypsinieren, da pro MMB 200000 Zellen benötigt wurden. Es wurden mindestens vier 

MMBs für die RNA-Gewinnung und ein MMB für Gefrierschnitte eingeplant. 

Die Zellen wurden in genügend chondrogenem Medium resuspendiert, so dass 200000 Zellen 

in 0,5ml chondrogenem Medium in ein 15ml Röhrchen überführt werden konnten. Dies wur-

de bei 500rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Die Zellen lagerten sich daraufhin zu kleinen Ku-

geln zusammen und wurden in einem 15ml Röhrchen, mit losem Deckel, im Brutschrank bei 

37°C inkubiert. Ein Mediumwechsel erfolgte alle 3 bis 4 Tage.  

Die MMBs wurden, entsprechend den anderen Differenzierungen, an den Tagen 0 ,9, 18,und 

25 aus den 15ml Röhrchen mit einer Pipette entnommen und entsprechend den Anforderun-

gen weiterverarbeitet. 

Pro Probentag wurde jeweils ein MMB in ein Cryomold gegeben, luftblasenfrei in Tissue-

Tek eingebettet und bei -20°C gelagert. Hiervon wurden anschließend Kryoschnitte gefertigt 

und Alcianblau und Kollagen II und X gefärbt. 

Für die RNA-Gewinnung wurden jeweils vier MMBs in 350µl R1-Puffer des Macherey und 

Nagel Nucleospin RNA II-Kits gegeben, mit 3,5µl β-Mercaptoethanol versetzt und bei minus 

20°C, bis zur Weiterverarbeitung, gelagert. 

 

3.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl 

Um die Zellzahl zu bestimmen wurden 15µl der zu zählenden Zellsuspension entnommen 

und mit 15µl Trypanblau vermischt. Von dieser Suspension wurden jeweils 15µl in eine 

Neubauer-Zählkammer überführt, und die Zellzahl in einem Doppelansatz bestimmt. Durch 

die Zugabe des Farbstoffes Trypanblau werden ausschließlich tote Zellen angefärbt. 

Die Anzahl der lebenden Zellen wurde mit Hilfe folgender Formel bestimmt: 

Zellen/ml = durchschnittliche Zellzahl pro Großquadrat x 104 x Verdünnung x ½ 
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3.2.1.5 CFU-F-Assay 

Es wurden bei jeder Probe drei Kulturflaschen (T75) mit jeweils 0,5x106, 1x106 und 2x106 

Zellen angesetzt. Die Kulturen wurden 14 Tage im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 inku-

biert. 

Mediumwechsel mit Kulturmedium erfolgte 24 Stunden nach aussäen der Zellen und nach-

folgend alle 4 Tage. Nach 14 Tagen wurden die Kulturen angefärbt und ausgewertet. 

Das Kulturmedium wurde abgenommen und die Zellen mit PBS gespült. Anschließend er-

folgte eine Fixierung der Zellen mit Methanol für 5 min. Die Proben wurden dann luftge-

trocknet. Das Anfärben der Zellen erfolgte mit einer Giemsalösung für 5 min. Nachfolgend 

wurden die Proben dreimal mit destilliertem Wasser behandelt. Die Kolonie bildenden Zellen 

färbten sich blau-rot an und waren makroskopisch auszuzählen. 

 

3.2.2 FACS-Analyse 

Im Jahr 1956 beschrieb Wallace H. Coulter ein Gerät, das elektronisches Zählen und Grö-

ßenmessungen von in Flüssigkeit suspendierten Zellen erlaubte. Mit diesem ersten „Durch-

flusszytometer“ war lediglich die Bestimmung eines Parameters, die der Zellgröße, möglich. 

1965 beschrieben Louis A. Kamentsky, Myron R. Melamed und H. Derman das erste, zwei 

Parameter detektierendes Gerät, das mittels UV-Licht an ungefärbten Zellen Bestimmungen 

der Zellgröße und des Kern-DNA-Gehalts vornehmen konnte. Heutige, in der klinischen 

Diagnostik eingesetzte Durchflusszytometer erlauben die Akquisition einer Vielzahl unter-

schiedlicher Parameter an jeder einzelnen Zelle bei Analyseraten von 10000 oder mehr Zel-

len pro Sekunde. Zwei dieser Parameter beruhen auch bei modernen Geräten auf rein physi-

kalischen Eigenschaften der Zellen, die Zellgröße und die innere Struktur (Granularität) der 

Zelle. Weitere Parameter einer Zelle, wie Oberflächenmoleküle, intrazelluläre Antigene, 

DNA-Gehalt, ph-Wert etc., können erst nach entsprechender Anfärbung mit Fluoreszenzfarb-

stoffen bestimmt werden. 

Diese multiparametrische Analyse lässt sich grundsätzlich an allen biologischen Zellen 

durchführen, soweit diese in einer Flüssigkeit suspendiert vorliegen. In einer Zellsuspension 

enthaltene Zellen werden aus einem Proberöhrchen unter Druck in den Kern einer Mantel-

flüssigkeit injiziert und durch den Strom der Mantelflüssigkeit hydrodynamisch fokussiert. 

Die Zellen durchlaufen einzeln und hintereinander die Messkammer, daher stammt der Name 

Durchflusszytometrie. 
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Abbildung 7: Hydrodynamische Fokussierung erzeugt einen Einzelstrom von Partikeln, indem die Zellen 
durch eine Mantelflüssigkeit vereinzelt und zentriert werden, um einen Laserstrahl nacheinander zu passieren 
[Quelle: Introduction to Flow Cytometrie by Misha Rahman; AbD serotec]. 
Die linke Abbildung zeigt das Schema einer Flusszelle (engl. flow cell) 
Die rechte Abbildung das Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung 

 

 

 

Die physikalischen Eigenschaften der Zellen führen zu einer unterschiedlichen Streuung des 

Lichts. Gemessen wird das Streulicht an zwei unterschiedlichen Stellen; zunächst frontal, fast 

in Richtung eines ungehindert passierenden Laser-Strahls (3-10°; Vorwärtsstreulicht, forward 

scatter, FSC) und im 90° Winkel zum ursprünglichen Strahl (Seitwärtsstreulicht, side scatter, 

SSC, Abb. 8). 

Der forward scatter wird als indirektes Maß für die Zellgröße betrachtet, während der side 

scatter maßgeblich von der Granularität der Zelle, wie Membranfaltungen, Vakuolen und 

Lysosomen, beeinflusst wird. Allein die physikalischen Eigenschaften erlauben eine grobe 

Einteilung der Leukozyten des peripheren Blutes in lymphozytäre, monozytäre und granulo-

zytäre Zellen. 
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Abbildung 8: Schematische Darstellung von Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht [Quelle: 
www.med4you.at/.../lbet_durchflusszytometrie.htm]. 
Trifft der Laserstrahl in der Flusszelle auf keine Zelle, kann er diese ungehindert passieren und es entsteht kein 
Streulicht (linkes Bild). 
Durch eine Zelle entsteht sowohl Vorwärtstreulicht als ein indirektes Maß für die Zellgröße, als auch Seitwärts-
streulicht, was im Wesentlichen durch die Granularität der Zelle beeinflusst wird (rechtes Bild). 
 
 
 
 

Zur Bestimmung weiterer Parameter wie der Detektion spezifischer Oberflächenmoleküle, 

intrazellulärer Antigene und des DNA-Gehalts müssen Zellen mit monoklonalen Antikörpern 

beladen werden. Die in der Durchflusszytometrie verwendeten mononukleären Antikörper 

sind zusätzlich mit einer fluoreszierenden Gruppe, einem Fluorochrom, bestückt (konjugiert, 

gelabelt) oder können mittels eines weiteren mononukleären Antikörpers (Sekundär-

Antikörper), der seinerseits ein Fluorochrom trägt (sekundär oder indirekt konjugiert, gela-

belt) mit einem Fluorochrom versehen werden. Die Fluorochrome werden durch den Laser-

strahl angeregt und ihre Elektronen auf ein höheres Energieniveau gehoben. Beim Rückfall 

auf ein niedrigeres Energieniveau wird die überschüssige Energie in Form von Photonen län-

gerer Wellenlänge abgegeben (Emission). Die Energiedifferenz zwischen anregender Wel-

lenlänge (Laser) und der Wellenlänge der emittierten Photonen wird nach dem Physiker und 

Mathematiker Sir George Gabriel Stokes als Stokes‘ Shift bezeichnet. Die unterschiedlichen 

emittierten Wellenlängen, und das durch die physikalischen Eigenschaften der Zelle bedingte 

Streulicht, werden durch dichroische Filter und Wellenlängen–abhängige Filter aufgetrennt 

und von spezifischen Photodetektoren registriert, verstärkt und in elektronische Signale um-

gewandelt (Abbildung 9). 
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Abbildung 9: Schema des optischen Detektionssystems eines Durchflusszytometers [Quel-
le:www.whoi.edu/science/B/Olsonlab/Fig. 1.jpg]. 
Emittierte Photonen werden durch dichroische Spiegel und Schmalband- (bandpass-) Filtern (FL) getrennt und 
zu Photomultipliern (PMT) geleitet. 

 

Die Intensitäten der Signale werden der Größe nach in 1024 Kanäle verteilt und entweder 

eindimensional als Häufigkeitsverteilung oder zweidimensional als Zell- oder Punktwolken 

dargestellt. Ein Punkt stellt dabei eine Zelle mit ihren gemessenen physikalischen Eigen-

schaften und entsprechend der Anzahl der verwendeten Fluorochrome, mit ihren jeweiligen 

spektralen Eigenschaften, dar. Zur Analyse bestimmter Zelleigenschaften verwendet man 

eigens erstellte Protokolle, die die zu analysierenden Parameter in sogenannten Histogram-

men (im Verhältnis zueinander) wiedergeben. Untergruppen von Messereignissen, die sich 

durch bestimmte physikalische oder spektrale Eigenschaften definieren, können gesondert 

mittels des sogenannten Gatings analysiert werden. Die gesamten Daten einer einzelnen 

Messung, in Form einer Listmode gespeichert, sind so einer probenunabhängigen Reanalyse 

zugänglich. Moderne, in der klinischen Diagnostik eingesetzte Durchflusszytometer verfügen 

häufig über vier Laser (z.B. Argon, Krypton, Helium-Cadmium, Helium-Neon Laser). Der 

am häufigsten verwandte Laser ist der Argon-Laser mit einer Anregungs-Wellenlänge von 

488nm. Mit dem Argon-Laser werden die sehr häufig gelabelten Fluorochrome Fluoresceini-

sothiocyanat (FITC) und Phycoerythrin (PE) angeregt. FITC emittiert grünes Licht mit Wel-

lenlängen von 525nm, während Phycoerythrin orangefarbenes Licht mit Wellenlängen von 

575nm emittiert (Abbildung 5). 
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Aufgrund der Unterschiede im Wellenlängen-Spektrum können die von den Fluorochromen 

emittierten Lichtquanten getrennt voneinander detektiert werden. Anteilig werden jedoch 

Lichtquanten mit der Wellenlänge des jeweilig anderen Fluorochroms emittiert, wobei FITC 

deutlich mehr Photonen im PE-Spektrum abgibt, als umgekehrt (Abbildung 10). 

 

 

Abbildung 10: Auswahl in der Durchflusszytometrie eingesetzter Fluorochrome [Quelle: www.umt.edu]. 
Die Fluorochrome werden durch Licht bestimmter Wellenlänge angeregt (Excitation). Beim Rückfall auf ein 
niedrigeres Energieniveau werden Lichtquanten mit längerer Wellenlänge emittiert (Emission) und vom Detek-
tionsapparat des Durchflusszytometers registriert.  

 

Aufgrund der Überschneidung spektraler Eigenschaften müssen Messungen bestimmter Pa-

rameter, die an ein bestimmtes Fluorochrom gekoppelt sind, bereinigt werden. Dazu wird das 

von einem anderen, in benachbarter Wellenlänge emittierendem Fluorochrom, ausgehende 

zusätzliche Signal vom zu detektierenden Fluorochrom-Signal elektronisch subtrahiert. Die-

sen Vorgang bezeichnet man als Kompensation. Grundsätzlich gilt, je „entfernter“ das Wel-

lenlängen-Spektrum von zwei oder mehreren emittierenden Fluorochromen ist, desto weniger 

Kompensation ist erforderlich. Je mehr das Wellenlängen-Spektrum eines Fluorochroms mit 

dem jeweils anderen überlappt, desto mehr muss kompensiert werden, was die Sensitivität 
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für schwächere Signale des betroffenen Fluorochroms senkt. In diesem Fall kann nicht ein-

deutig beurteilt werden, ob die Zellen, z.B. bei einer zweiparametrischen Messung mit FITC 

und PE, grünes oder rotes Licht emittieren. Durch die eingestellte Kompensation werden 

diese nicht eindeutig zuzuordnenden Fluoreszenz-Signale (und im Ergebnis die dieses Signal 

emittierenden Zellen) aus der Analyse ausgeschlossen.  

 
Abbildung 11: Absorptionsspektren (im Hintergrund) und Emissionsspektren (im Vordergrund) gängiger, in 
der Durchflusszytometrie eingesetzter Fluorochrome [Quelle: dvssciences.com/technical.html]. 
Die vertikalen Linien stellen die Exzitationswellenlängen (auch obere Zahlenreihe) der am häufigsten verwen-
deten Laser in der Durchflusszytometrie dar. Die blaue Linie symbolisiert den Argon-Laser, der die Fluoroch-
rome Fluorescin (FITC) und Phycoerythrin anregt. Man beachte die Überlappung der von FITC emittierten 
Lichtquanten mit dem Spektrum von PE abgegebenen Photonen. 

 

 

Oberflächenantigene und cytoplasmatische Proteine (Enzyme, Onkogene) können durch An-

tikörper erkannt werden. Die für die Durchflusszytometrie angebotenen Antikörper sind mo-

noklonal, d.h. sie sind Immunglobuline eines Isotyps (IgG1, IgG 2a, IgG 2b oder IgM), die 

sich gegen ein bestimmtes Antigen richten. Ein Großteil der spezifischen Antikörper ist im 

Cluster of Differentiation zusammengefasst. Unter einer Cluster-Nummer sind alle Antikör-

per zusammengefasst, die das gleiche Antigen erkennen. Sie können aber unterschiedliche 

Epitope erkennen, was bei der Auswahl der Antikörper berücksichtigt werden muss, da die 

Nachweisempfindlichkeit von einem Antikörper-Epitop zum anderen variieren kann. Beim 

Messen einer Probe ist der kritische Punkt das korrekte Setzen der Statistikregionen im 
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Histogramm. In der Durchflusszytometrie eingesetzte Antikörper binden nicht nur spezifisch 

an die Fa/b-Regionen der Zielzellen, sondern gehen auch unspezifische Regionen mit Fc-

Rezeptoren ein. Um diese unspezifischen Bindungen in der Auswertung zu subtrahieren, 

werden Negativkontrollen mitgeführt. Dabei werden die Zellen mit dem isotypischen Im-

munglobulin der gleichen Tierspezies inkubiert und in gleicher Weise wie die Messprobe der 

spezifischen Antikörper behandelt. Der mitzuführende Immunglobulintyp ist in der Regel im 

Datenblatt des jeweiligen spezifischen Antikörpers genannt. Bei Doppelfärbungen ist eine 

Negativkontrolle, bestehend aus beiden in den jeweiligen Datenblättern genannten Im-

munglobulinen, gelabelt mit dem entsprechenden Fluorochrom, mitzuführen. Bei der indirek-

ten Fluoreszenz (der spezifische Antikörper wird ungelabelt eingesetzt und in einem weiteren 

Inkubationsschritt mittels eines gegen seine Fc-Region gerichteten, mit einem Farbstoff kon-

jugierten Sekundär-Antikörpers detektierbar gemacht) wird eine ungelabelte isotypische Ne-

gativkontrolle mitgeführt, die ebenfalls im zweiten Inkubationsschritt konjugiert wird. Mit 

Hilfe dieser Isotyp-Kontrollen werden die Statistikregionen so gesetzt, dass 98% der Fluores-

zenz-Signale durch die Statistikregion ausgegrenzt werden. Bei der nachfolgenden Messung 

mit dem oder den spezifischen mononukleären Antikörper werden die Statistikregionen bei-

behalten. Die Zellen, mit denen der Antikörper nur unspezifisch reagiert, werden so von der 

Messung ausgeschlossen.  

 

3.2.2.1 Phänotypisierung von MSC mittels Durchflusszytometrie 

Die MSC besitzt kein für sie charakteristisches Antigen, sondern trägt eine Reihe von Anti-

genen, die auch auf anderen Zellen exprimiert werden. Erst durch die Kombination verschie-

dener Antigene entsteht ein für die mesenchymale Stammzelle charakteristischer Phänotyp. 

Bisher gibt es kein einheitlichtes, standardisiertes Antikörper–Profil zur Charakterisierung 

mesenchymaler Stammzellen. Vielmehr wird eine Vielzahl von unterschiedlichen Antikör-

per-Kombinationen benutzt. Zur routinemäßigen Charakterisierung von mesenchymalen 

Stammzellen nach der dritten, fünften und gegebenenfalls zehnten Passage wurde hier ein 

eigens angefertigtes Protokoll, bestehend aus 14 unterschiedlichen Antikörpern verwendet. 

Das Antikörperprofil bestand aus den Antigenen: CD13, CD29, CD34, CD44, CD45, CD54, 

CD73, CD90, CD105, CD106, CD140b, CD166, CD271 und Stro-1. Mit Ausnahme der Be-

stimmung von CD34 und CD45 zum Ausschluss von hämatopoetischen Stammzellen wurden 

die Messungen in 1-Farb-Fluoreszenz durchgeführt. Abgesehen von CD45 und Stro-1 (FITC-

konjugiert) sind alle verwendeten Antikörper PE-konjugiert. CD34 und CD45 wurden mit 2-

Farb-Fluoreszenz gemessen, nachdem die Fluoreszenz-Signale der Fluorochrome gegenein-
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ander kompensiert wurden. Bis auf CD105 waren alle Antikörper mit dem jeweiligen Fluo-

rochrom direkt konjugiert. Für alle PE-gelabelten Antikörper wurde ein PE-konjugierter anti-

mouse IgG1-Antikörper als Isotyp-Kontrolle mitgeführt; entsprechend wurde für CD34-FITC 

und CD105 (unkonjugiert) ein FITC-gelabelter und ein unkonjugierter IgG1-Antikörper mit-

geführt, der im weiteren Verlauf mit einem gelabelten Sekundär-Antikörper konjugiert wur-

de. Eine Konzentrations-Anpassung der Antikörper war nicht erforderlich. 

Nach dem Trypsinieren der Zellen, wurden diese zweimal mit FACS-Puffer (PBS + 1 BSA + 

0,1% NaN3) gewaschen und nach Neubauer-Zählung in einer Konzentration von 1 x106 Zel-

len/ml resuspendiert. Jeweils 100 µl der Zellsuspension wurden mit 10 µl des jeweiligen 

mouse-antihuman-Antikörpers oder 10 µl der jeweiligen mouse-anti-human Isotyp-Kontrolle 

für 15 min. bei 4°C inkubiert. CD34 und CD45 Antikörper wurden zusammen mit 100 µl der 

Zellsuspension unter gleichen Bedingungen inkubiert. 

Nach der Inkubation wurden überschüssige Antikörper durch einen Waschschritt entfernt. 

Hierfür wurde FACS-Puffer auf die Probe gegeben und danach bei Raumtemperatur für 10 

min. bei 300 g zentrifugiert. Anschließend kam der Sekundär-Antikörper zu CD105 und des-

sen Isotyp-Kontrolle wurde der Probe zugeführt. Es erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt 

für 15 min. bei 4°C. Danach wurden überschüssige Sekundär-Antikörper durch einen erneu-

ten Waschschritt entfernt. 

Proben mit konjugierten Antikörpern wurden gleich nach dem ersten Waschschritt mit 

FACS-Puffer auf 500 µl aufgefüllt. Entsprechend wurde die Probe mit dem unkonjugierten 

Antikörper nach dem zweiten Waschschritt behandelt. 

Vor der Messung wurden die Zellen, durch Scheren mittels einer 21g Kanüle, vereinzelt. 

Alle Phänotypisierungen wurden an den Durchflusszytometern EPICS XL MCL und Cyto-

mics FC 500 der Firma Beckman-Coulter (Krefeld, Deutschland) durchgeführt. Beide Geräte 

sind mit einem Argonlaser mit einer Wellenlänge von 488nm ausgestattet. Das Cytomics FC 

500 hat zusätzlich einen Helium-Neon Laser mit einer Anregungs-Wellenlänge von 633nm, 

der wahlweise zugeschaltet werden kann. Für die Phänotypisierung wurde ein Protokoll mit 

einem Forward (y-Achse) und side scatter (x-Achse) Zweiparameter-Diagramm und einem 

Einzelparameter-Histogramm für die Fluoreszenz-Intensität des jeweiligen Antikörpers er-

stellt (FL 2). Für die zweiparametrische CD34/CD45 Detektion wurde dieses Protokoll um 

ein FL 1 (Band-pass Filter oder Kanal für die Detektion von grünem Licht; 525±5nm; x-

Achse) und FL 2 (Band-pass Filter oder „Kanal“ für die Detektion von orangem Licht 

575±5nm; y-Achse) Zweiparameter-Diagramm erweitert. Zusätzlich wurde ein Einzelpara-
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meter-Histogramm für den FL 1 Kanal zur Detektion der Intensität des FITC-Fluoreszenz 

Farbstoffs eingefügt. Mittels Gating im forward scatter/side scatter Diagramm wurden Sub-

populationen einer eigenen Analyse zugeführt bzw. Zelltrümmer vom Messvorgang ausge-

schlossen. Listmode-Dateien wurden mit System II Version 2.1 oder Cytomics CXP Soft-

ware (Beckman-Coulter) akquiriert und ausgewertet. Alle Messungen wurden bei mittlerem 

Probendruck (Durchflussgeschwindigkeit) durchgeführt und mindestens 10000 Zellen pro 

Probe gemessen. 

 

3.2.2.2 Zellzahlbestimmung von mesenchymalen Stammzellen mit Hilfe von Flow-
count™Fluorespheres 

Flow-Count™ Fluorespheres ist ein Reagenz, das zur absoluten und direkten Zellzahlbe-

stimmung von Lymphozyten, Lymphozyten-Subpopulationen oder CD34 positiven Zellen 

am Durchflusszytometer entwickelt wurde. Der Vorteil dieser Methode gegenüber den ge-

wöhnlichen, im hämatologischen Labor eingesetzten Zählgeräten, ist die zeitgleiche Im-

munphänotypisierung anhand spezifischer Oberflächen-Antigene. Dementsprechend ist es 

möglich, die Anzahl von Zellen in einer MSC-Kultur zu ermitteln und gleichzeitig die Ex-

pression von einigen ausgewählten Markern zu kontrollieren; bei Bedarf kann die ermittelte 

Gesamtzellzahl auf die Zellzahl der für ein spezifisches Antigen positiven Zellen korrigiert 

werden. Die Methode basiert auf der Präparation gleicher Volumina der zu bestimmenden 

Probe (100 µl) und einer bekannten Konzentration von Flow-Count™ Fluorespheres in ei-

nem genau identischen Volumen (100 µl). Die Gesamtzellzahl lässt sich aufgrund des Ver-

hältnisses von Probe zu den Fluorespheres anhand folgenden Dreisatzes bestimmen: 

 

                                               Absolute Zellzahl (Zellen/µl) = 
 
                   (Gemessene Zellzahl der Probe/gemessene Anzahl der Fluorespheres 
                                                                      x  
                                      Konzentration der zugegebenen Fluorespheres 
 

 

Die hier verwendete Durchflusszytometer-Software Cytomics CXP ist in der Lage die abso-

lute Zellzahl automatisch zu ermitteln, wenn die jeweilige Konzentration oder der sogenannte 

CAL Faktor der Fluorespheres bekannt ist. Die Konzentration und der Cal-Faktor jeder Fluo-

respheres Charge wird vom Hersteller in wiederholten Untersuchungen ermittelt und dem 

Benutzer mitgeteilt. Bei den Fluorespheres selber handelt es sich um 10 µm große polystyre-
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ne Kügelchen, die mit einem Fluorochrom beladen sind und Photonen im Wellenlängenbe-

reich von 525nm–700nm emittieren, wenn sie durch einen Argon-Laser bei einer Wellenlän-

ge von 488nm angeregt werden. Das Cytomics 500 FC Durchflusszytometer besitzt fünf-

Band-Pass-Filter, die Licht mit Wellenlängen von 525nm (FL 1), 575nm (FL 2), 620nm (FL 

3), 675nm (FL 4) und 755nm (FL 5) zu fünf unterschiedlichen Photomultipliern kanalisieren. 

Aufgrund des großen Emissionsspektrums werden die Flow-Count™ Fluorespheres im FL 1, 

FL 2, FL 3 und FL 4 Kanal detektiert. Deshalb müssen die Flow-Count Fluorespheres sorg-

fältig mittels Gating von den zu messenden Zellen selektiert werden, um eine gleichzeitige 

Immunphänotypisierung durchführen zu können. Zu diesem Zweck sind in einem zweipara-

metrischen Histogramm (Dot-Plot) der FL 4 Detektionskanal (x-Achse) gegenüber dem For-

ward scatter (y-Achse) aufgetragen worden, und die Fluorespheres wurden in einer Leerpro-

be selektiert. Den Fluorespheres entsprechenden Punktereignissen im  Histogramm wurde 

eine Region mit der Bezeichnung CAL 1000 zugeordnet, welche die Software bei jeder Mes-

sung als Referenzwert für die Zellzahlbestimmung zugrunde legt. 

Weiterhin wurden dem Protokoll für die Zellzahlbestimmung ein Dot-Plot mit forward scat-

ter (y-Achse) und side scatter (x-Achse), ein Dot-Plot für die Detektion der Antikörper für 

die Immunphänotypisierung (FL 1: CD44 FITC (x-Achse); FL 2: CD29 PE (y-Achse)) und 

Einparameter-Histogramme für jeden der beiden Antikörper zugefügt. Zusätzlich wurden 

Kontroll-Dotplots mit den Detektionskanälen für die Antikörper (x-Achse) und dem forward 

scatter erstellt, um das Verhältnis zu den Fluorespheres beurteilen zu können. 

In jedem dieser Plots sind die Microbeads durch ein Gate gesondert ausgewiesen. CD29 (PE-

konjugiert) und CD44 (FITC-konjugiert) sind als Marker für die Immunphänotypisierung 

ausgewählt worden, weil sie in allen Subpopulationen von MSC hinsichtlich der Fluores-

zenzintensität zu mehr als 95% über der der Isotyp-Kontrolle lagen. Durch Gating im for-

ward / side scatter Dot-Plot wurden alle MSC-Subpopulationen in die Messung einbezogen, 

auch die, die sich in dem Bereich befanden, der gewöhnlich aufgrund des gehäuften Vor-

kommens von Zelltrümmern von Messungen ausgeschlossen werden. Die Software ist in der 

Lage neben der absoluten Zellzahl aller gemessener Ereignisse mit Hilfe des CD29/CD44–

Markierung und CD29/CD44 Dot-Plots die absolute Zellzahl für nicht markierte, nur für ei-

nem Marker als positiv detektierte und für beide Marker als positiv detektierte Zellen zu er-

mitteln. Dementsprechend konnte die absolute Zellzahl bei Abweichungen der absoluten 

Zellzahl aller Ereignisse von der absoluten Zellzahl doppelt positiv markierter Zellen korri-

giert werden. Alle Zellzahlbestimmungen sind an einem Durchflusszytometer Cytomics FC 

500 mit Cytomics CXP bei mittlerem Probendruck durchgeführt worden. 
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Nach dem Trypsinieren der Zellen, wurden diese zweimal mit FACS-Puffer (PBS + 1% BSA 

+ 0,1%NaN3) gewaschen. Jeweils 200µl der Zellsuspension wurden mit 10µl CD29 PE und 

CD44 FITC konjugierten Antikörpern und entsprechenden Isotyp-Kontrollen für 15 min. bei 

4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden überschüssige Antikörper durch einen Wasch-

schritt (10 min., RT, 300g) entfernt. 100µl der Zellsuspension wurden entnommen, mit 

FACS-Puffer auf 400µl aufgefüllt und anschließend mit einer 21G Kanüle geschert und so-

mit die Zellen vereinzelt. Es wurden 100µl Flow-Count™ Fluorespheres hinzugegeben und 

vorsichtig mit der Probe vermischt. 

Vor der Messung wurde die werksseitig angegebene Konzentration (oder der angegebene 

CAL Faktor) von Flow-Count™ Fluorespheres eingegeben. Es mussten mindestens 1000 

Fluorespheres detektiert werden, bevor die Software, aufgrund oben genannter Formel, die 

absolute Zellzahl berechnen konnte. 

 

3.2.2.3 Durchflusszytometrische Zellgrößenbestimmung 

Für die Bestimmung der Zellgröße von MSC-Subpopulationen (n=7) wurden vier unter-

schiedliche Microbeads mit bekannten Durchmesser (7, 10, 15 und 20µm) verwendet. Die 

Verstärker (gain) und die Voltzahl der Photomultiplier am Cytomics FC 500 wurden so ein-

gestellt, dass der forward scatter peak für die 20µm Microbeads bei ungefähr 650 der gemes-

senen Intensität bei linearer Auftragung und der side scatter peak für die 7 µm Microbeads 

bei ungefähr 450 auftrat. Benutzt man diese Richtwerte entstehen im forward scatter vier 

peaks für die vier unterschiedlich großen Microbeads. Zur Kalibrierung im side scatter 

nimmt man nur die 7 und 10µm beads und enthält dementsprechend 2 Peaks. Durch die Mitte 

(den Mittelwert) der Peaks legt man mittels Gating vertikale, den Mittelwert der gemessenen 

Ereignisse im Histogramm repräsentierende Linien. In vier unabhängigen Versuchen wurden 

die so ermittelten Werte in eine Tabelle übertragen, daraus wiederum Intensitäts-Mittelwerte 

ermittelt, und diese Mittelwerte in ein forward/side scatter Dot Plot übertragen. Anhand der 

übertragenen Linien entstehen im Dot Plot fünfzehn Felder, mittels derer man die ungefähre 

Zellgröße der Suspensionzellen abschätzen kann (Abbildung 13). 
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Abbildung 12: Assay für die Bestimmung der ungefähren Zellgröße von suspendierten mesenchymalen 
Stammzellen.  
Bild A zeigt MSC einer dritten Passage, die auf Eck-Gel in einer Konzentration von 1x105 ausgesät und für 10 
Tage im Brutschrank inkubiert wurden. Die Pfeile markieren die im forward scatter für die 20µm Microbeads 
bei ungefähr 650 anhand von Mittelwerten standardisierte Orientierungslinie, und die im side scatter für 7 µm 
Microbeads eingerichtete Orientierungslinie bei ungefähr 450. 
Bild B zeigt die Kalibrations-Kurve, bestehend aus Mittelwerten der in vier unabhängigen Versuchen detektier-
ten Microbeads Signale im forward scatter. Mit Hilfe der errechneten Mittelwerte konnten die horizontalen 
Linien für den forward scatter im Bild A eingefügt werden. Entsprechend wurden die vertikalen Linien für den 
side scatter ermittelt. 
 

Nach dem Trypsinieren der Zellen, wurden diese zweimal mit FACS-Puffer (PBS + 1% BSA 

+ 0,1% NaN3) gewaschen und nach Neubauer-Zählung in einer Konzentration von 1 x106 

Zellen/ml resuspendiert. Jeweils 100 µl der Zellsuspension wurden, ohne Zugabe von Anti-

körpern, auf Basis ihrer physikalischen Eigenschaften, durchflusszytometrisch analysiert. 

 

3.2.2.4 Durchflusszytometrische Bestimmung der Stro-1- und Alkalischen Phosphata-
se-Expression 

MSC lassen sich in Zellen mit einem osteoblastären Phänotyp differenzieren. Kennzeichnend 

dafür ist vor der Differenzierung die Expression von STRO-1 und während der Differenzie-

rung die Expression von alkalischer Phosphatase (ALP). Dementsprechend wurde ein durch-

flusszytometrisches Protokoll zur Detektion der beiden Parameter entwickelt. Für die Detek-

tion von STRO-1 wurde ein unkonjugierter Antikörper eingesetzt. Durch einen zweiten 

Inkubationsschritt mit einem FITC gelabelten Sekundär-Antikörper wurde die STRO-1 Ex-

pression visualisiert. Für die Detektion von ALP wurde ein Allophycocyanin- (APC) konju-

gierter Antikörper eingesetzt. Für die Detektion von APC musste der Helium–Neon-Laser 

mit einer Anregungswellenlänge von 633nm zusätzlich aktiviert werden (Abbildung. 14). 

Aufgrund der Emissionsspektren der eingesetzten Farbstoffe war nahezu keine Kompensati-
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on notwendig. Das Protokoll besteht neben dem forward/side-scatter Dot-Plot aus einem FL 

1 (Detektion von FITC, x-Achse) und einem FL 4 (Detektion von APC, y-Achse) Dot-Plot 

und zwei ein-parametrischen Histogrammen für die eingesetzten Farbstoffe (FL 1, FL 4). 

 

 

Abbildung 13: Anregungs-(Excitation) und Emissions-Wellenlängen-Spektrum von Allophycocyanin (APC) 
[Quelle: dvssciences.com/technical.html]. 
Für die Anregungs-Wellenlänge von 633nm muss beim Cytomics FC 500 der Helium-Neon Laser zusätzlich 
aktiviert werden. 

 

Der STRO-1 Antikörper wurde in einer Konzentration von 0,1 mg/ml in Wasser gelöst und 

mit 0,1% NaN3 zusätzlich konserviert. Die mesenchymalen trypsinierten Stammzellen wur-

den zweifach mit FACS-Puffer (PBS + 1% BSA + 0,1% NaN3) gewaschen und in einer Kon-

zentration von 1 x 106 Zellen/ml resuspendiert. 

Um die Fc-Rezeptoren von MSCs zu besetzen, wurden die Zellen mit 1 µg/ml eines humanen 

IgG1 Antikörpers für 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Der Überstand wurde nach 10 

min. Zentrifugation bei RT und 300g entfernt. Anschließend wurden die Zellen in 100µl 

FACS-Puffer resuspendiert und mit 10µl des unkonjugierten STRO-1-Antikörpers für 30 

min. bei 4°C inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte (10 min., RT, 300g), danach wurden 

jeweils 10µl eines FITC-konjugierten, goat anti-mouse IgM Sekundär-Antikörpers und 10µl 

des Anti-ALP APC-gelabelten Antikörpers auf die Proben gegeben und es folgte eine 30 

min. Inkubation, bei 4°C in der Dunkelheit. Als Isotypkontrolle wurde ein unkonjugierter 

mouse anti-human IgG1 und ein APC-„gelabelter“ mouse anti-human IgG1-Antikörper mit-

geführt. Die unkonjugierte Isotypkontrolle wurde ebenfalls mittels des oben genannten Se-

kundär-Antikörpers visualisiert. Vor der Messung wurden die Proben gewaschen (10 min., 

RT, 300g) und mit FACS-Puffer auf 500µl aufgefüllt. 
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3.2.3 Histologische und Immunhistologische Färbungen 

3.2.3.1 Histologische Färbetechniken 

3.2.3.1.1 Alkalische Phosphatase 

Zur semi-quantitativen Analyse der alkalischen Phosphatase (ALP) in osteogen differenzier-

ten Zellen wurde das Leukocyte Alkaline Phosphatase Kit von Sigma genutzt.  

Die ALP gehört zu der Gruppe der katalytischen Enzyme der Matrixkalzifizierung des Kno-

chens. Sie gilt als klassischer Marker der osteoblastären Kaskade bzw. der Knochenneubil-

dung. Das Prinzip dieser Färbung beruht auf der Abspaltung von AS-BI aus AS-BI-Phosphat 

in Gegenwart von alkalischer Phosphatase und der anschließenden Bindung von AS-BI an 

Diazoniumsalz, welches dann als blauviolettes Pigment sichtbar wird. 

Jeweils an Tag 0, 9, 18 und 25 wurde ein Cover Slide in Doppelbestimmung angefärbt. Als 

Negativkontrolle wurden Zellen verwendet, die nicht mit osteogenem Differenzierungsmedi-

um kultiviert wurden. 

Die Zellen auf den Cover Slides wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschließen mit 

400µl für 30 sec. fixiert. Die Fixierungslösung bestand aus 2,5ml Citratlösung, 6,5ml Aceton 

und 0,8ml 37% Formaldehyd (haltbar bei 4°C). 

Anschließend wurden die Zellen dreimal mit Aqua dest. gewaschen und mit 400µl Naphtol-

Färbelösung für 15 min. im Dunkeln inkubiert. Die Färbelösung wurde jeweils frisch ange-

setzt, wobei 125µl Sodium Nitrit Lösung mit 125µl FRV Alkaline Solution vermischt wur-

den und für 2 min. bei Raumtemperatur inkubierten. Danach wurden 5,63ml Aqua dest. und 

125µl Naphtol AS-BI Alkaline Solution hinzu gegeben. 

Die Proben mussten danach für 2 min. mit Aqua dest. gewaschen werden und die Kerne 

wurden für 10 sec. mit Hämatoxylin gegengefärbt. Es erfolgte Bläuen mit Leitungswasser 

und anschließendes Spülen mit Aqua dest. Danach wurden Chamber und Silikon von den 

Objektträgern entfernt, die Präparate mit Vectashield eingedeckt und anschließend mikro-

skopisch beurteilt. 

 

3.2.3.1.2 Alcianblau 

Alcianblau 8 GX ist ein wasserlöslicher Phthalocyaninfarbstoff, der zum selektiven Nach-

weis von sauren Mukosubstanzen (Glucosaminoglykane) dient. Es handelt sich hierbei um 

eine undifferenzierte Methode, da sowohl Glucosaminoglykane mit einer Karboxyl-, als auch 

die mit einer Sulfatgruppe leuchtendblau angefärbt werden. Zellkerne werden von dem Farb-

stoff nicht angefärbt, eine Kernfärbung erfolgte mit DAPI. 
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Die Kryoschnitte der MMBs (20µm) wurden nach dem Schneiden luftgetrocknet, bei -20°C 

gelagert und anschließend in einer Glasküvette zweimal mit PBS gewaschen und für 30 min. 

mit 3,7% Formaldehyd fixiert. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt mit PBS, danach wur-

den die Schnitte bei Raumtemperatur über Nacht gefärbt. Die Verteilung des Farbstoffes aus 

der Küvette erfolgte durch Kapillarwirkung zwischen zwei Objektträgern. 

Die Proben wurden dreimal mit PBS gewaschen und mit Vectashield  eingedeckt. Das Deck-

glas wurde mit Nagellack fixiert, um ein Austrocknen der Schnitte zu vermeiden. Bei Bedarf 

erfolgte eine Kernfärbung mit DAPI (1µg/ml 1:1000). 

 

3.2.3.1.3 Sudan III 

Sudan III ist ein Nachweis für die adipogene Differenzierung. Der Farbstoff wird in Alkohol 

gelöst, da er schlecht wasserlöslich ist. Es handelt sich um eine rein physikalische Färbung, 

in der der Farbstoff aus einem guten Lösungsmittel (Alkohol) in ein besseres (Lipoide, Lipi-

de) diffundiert.  

Das Kultivierungsmedium wurde vorsichtig von den Zellen entfernt. Es erfolgte ein dreima-

liger Waschschritt mit PBS, danach wurde der Farbstoff auf die Zellen gegeben und mikro-

skopisch beobachtet, wann die Zellen ausreichend angefärbt waren. Die Präparate wurden 

mit PBS gewaschen, Chamber und Silikon mit Spezialwerkzeug entfernt und mit Vectashield 

eingedeckt. 

 

3.2.3.2 Immunhistochemische Färbungen 

3.2.3.2.1 Osteopontin 

Osteopontin (OPN) ist ein Glykoprotein, das zu den nicht-kollagenen Komponenten des 

Osteoids des Knochens gehört und in den Prozess der Matrixkalzifizierung eingebunden ist. 

Die Färbung erfolgte an osteogen differenzierten Zellen in zwei-Chamber Cover Slides je-

weils an Tag 0, 9, 18 und 25 in Doppelbestimmung. Hierfür wurden die Zellen vom Medium 

befreit, zweimal mit PBS gewaschen und anschließend Methanol:Aceton (7:10) fixiert. Das 

Fixierungsmittel wurde mindestens 20 min. bei -20°C vorgekühlt und verblieb für 5 min. auf 

den Zellen. Danach erfolgte ein dreimaliges Waschen der Zellen mit PBS und ein Blockie-

rungsschritt mit 7,5% BSA in PBS bei Raumtemperatur für 30 min. Pro Chamber wurden 

300µl Primärantikörper genutzt (Osteopontin (MPIII10) von DSHB 1:20) und für eine Stun-

de bei 37°C inkubiert. Es folgten vier Waschschritte mit PBS, dann erfolgte eine einstündige 

Inkubation bei 37°C mit dem zweiten Antikörper. Hierbei handelte es sich um einen FITC-
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AK, Kaninchen-Anti-Maus IgG von DAKO 1:200 verdünnt. Zusätzlich wurde die Antikör-

perlösung mit 1µg/ml DAPI (1:1000) versetzt. Anschließend wurde die Probe viermal mit 

PBS gewaschen, das Chamber und Silikon mit einem Spezialwerkzeug entfernt und mit Vec-

tashield eingedeckelt. 

 

3.2.3.2.2 Bone Sialoprotein 

Bone Sialoprotein (BSP) ist ein nicht–kollagenes Protein in Knochen und anderen minerali-

sierten Geweben. Es wird exprimiert während der initialen Mineralisierung und während de 

novo Knochenformation. 

Die Färbung erfolgte unter den gleichen Konditionen wie bei Osteopontin mit dem Primäran-

tikörper von DSHB (WVID1(9C5)-s) in einer Verdünnung von 1:20. 

Die Auswertung der Schnitte erfolgte an einem Fluorescencemikroskop Axioskop von Zeiss. 

 

3.2.3.2.3 Kollagen 

Die MMBs wurden mit Collagen II (II-II6B3 von DSHB 1:50) und Collagen X (X-AC9 von 

DSHB 1:50) gefärbt. 

Die geschnittenen MMBs der Parotisproben wurden hierfür in eine Küvette mit PBS gestellt, 

anschließend mit eiskaltem Methanol:Aceton (7:10) für 5 Minuten fixiert und dann dreimal 

mit PBS gewaschen. Ein Blockieren der Schnitte erfolgte mit 7,5% BSA für 30 Minuten bei 

Raumtemperatur. Der Primärantikörper wurde 1:50 in 2ml PBS verdünnt und für 1 Stunde 

bei 37°C in die Küvette gegeben. Das Benetzen der Schnitte erfolgte durch Kapillarwirkung 

zwischen den Schnitten. Es erfolgten vier Waschschritte, danach folgte die Inkubation mit 

dem Sekundärantikörper, ebenfalls für 1 Stunde bei 37°C. Der FITC gelabelte Antikörper 

wurde hierfür 1:200 verdünnt. Der Antikörperlösung wurde ebenfalls DAPI in einer Verdün-

nung 1:1000 zugesetzt. Die Objektträger wurden mit PBS gewaschen und mit Vectashield 

eingedeckelt. 

Die Kryoschnitte der Submandibularis-MMBs wurden anders behandelt. Sie wurden für 20 

Minuten mit eiskaltem Methanol fixiert und anschließend für 10 Minuten bei Raumtempera-

tur in PBS rehydriert. Der Proteinblock erfolgte mit CSA von DAKO für 5 Minuten, dieser 

wurde abgekippt und die Schnitte mit den gleichen Antikörpern wie bei den Parotisproben, 

für 1 Stunde bei Raumtemperatur, inkubiert. Es folgten drei Waschschritte. Der Sekundäran-

tikörper war hier HRP gelabelt (Envision G-2 von DAKO). Die Inkubation erfolgte eine 
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Stunde bei Raumtemperatur, die Schnitte wurden gewaschen und die Zellkerne wurden an-

schließend mit Hämatoxylin gegengefärbt. 

 

3.2.3.2.4 SV-40-Färbung 

Die Paraffinschnitte der verschiedenen Mausgewebe wurden 30 min. in 100% Xylol entpa-

raffinisiert. Anschließend wurden die Schnitte jeweils 5 min. in 100% Ethanol, 96% Ethanol 

und 70% Ethanol und Aqua dest. rehydriert.  

Die Antigendemaskierung erfolgte durch 20 min. Kochen in 0,01 M Citratpuffer pH 6,0 in 

der Mikrowelle. Anschließend kühlten die Schnitte 10 min. ab und wurden 3-mal für 5 min. 

in1xTris-NaCl-Puffer pH 7,5 gewaschen. 

In 7,5% Wasserstoffperoxid wurde die endogene Peroxidase blockiert. Hierbei waren 10 min. 

ausreichend. Die Schnitte wurden danach unter fließendem Leitungswasser gewässert. 

Jeweils für 10 min. wurde unspezifisches Avidin bzw. Biotin mit dem Avidin/Biotin-Kit von 

Vector blockiert. Nach 2-maligem Waschen im Tris-Puffer erfolgte ein 1 stündiges Blockie-

ren der Schnitte mit dem MOM-Mouse-Ig.  

Anschließend wurden die Schnitte 2-mal in Tris-Puffer gewaschen und mit einem speziellen 

Serum-Block aus dem MOM-Kit behandelt. Dieser wurde nach 5 min. Inkubation abgekippt 

und die Schnitte wurden anschließend 1 h bei RT mit dem primären SV-40-AK inkubiert. 

Es erfolgten 2 weitere Waschschritte im Tris-Puffer und eine 10 min. Inkubation der Schnitte 

bei RT mit dem biotinylierten sekundären Antikörper aus dem MOM-Kit.  

Nach 2x5 min. Waschen wurden die Schnitte für 5 min. mit dem ABC-Komplex aus dem 

MOM-Kit behandelt. Es folgten weitere 2 Waschschritte und eine anschließende Chromoge-

nentwicklung mit dem DAB+-Kit von Vector für 3 min. 

Die Schnitte wurden für 10 min. gewässert, dann für 10 sek. in Hämatoxylin gegengefärbt 

und wieder 10 min. unter fließendem Leitungswasser gewässert. 

Danach wurden die Schnitte eingedeckt. 
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3.2.4 Molekularbiologische Methoden 

3.2.4.1 RT-PCR 

Die Polymerasekettenreaktion dient der Amplifizierung eines spezifischen Genabschnitts. 

Für einen Nachweis auf RNA-Ebene wird die aus den Zellen isolierte RNA mittels einer re-

versen Transcriptase in DNA umgeschrieben, der sogenannten cDNA (copyDNA), und an-

schließend in die PCR-Reaktion eingesetzt. 

Mit dem Nucleospin RNA II-Kit von Macherey und Nagel wurde die Gesamt-RNA aus den 

Zellen isoliert (nach Herstellerangaben) und die Ausbeute anschließend photometrisch be-

stimmt. Hierfür wurden 2µl RNA in 98µl RNAse freies Wasser gegeben und die Absorption 

sowohl bei 260nm als auch bei 280nm Wellenlänge gemessen. Bei einer Wellenlänge von 

260nm wird die Absorption von Nukleinsäuren bestimmt, bei 280nm die Absorption von 

Proteinen. Der Quotient daraus gibt somit ein Maß für die Reinheit der RNA an. Eine Verun-

reinigung mit Proteinen führt zu einem niedrigen Quotienten, während ein Quotient zwischen 

1,4 und 1,8 das Ergebnis einer ausreichend reinen RNA anzeigt. Um die Konzentration der 

RNA zu bestimmen, wird der Absorptionwert bei 260nm mit dem Verdünnungsfaktor (hier 

50) und dem Faktor 40 multipliziert. Als Ergebnis erhält man die RNA-Konzentration in 

µg/ml. 

Die cDNA-Synthese wurde folgendermaßen, auf Eis, durchgeführt. 500ng jeder RNA-Probe 

wurde in ein 0,5ml Tube gegeben und auf 11µl mit PCR-Wasser aufgefüllt. 1µl Oligo dt 

wurde hinzugegeben, die Probe anzentrifugiert und bei 70°C für 10 min. inkubiert. Während 

dessen wurde der Mastermix, bestehend aus 4µl first strans Puffer, 2µl 0,1 M DTT und 1 µl 

dNTP (10mM) pro Probe angesetzt. Jeder Probe wurde 7µl Mastermix zugeführt und an-

schließend für 2 min. bei 42°C inkubiert. Die Transkription der Proben wurde durch Zugabe 

von 1µl Superskript RT II gestartet und erfolgte bei 42°C für 50 min. Durch 5 min. Inkubie-

ren bei 95°C wurde die Reaktion gestoppt, und die Proben konnten bei -20°C gelagert wer-

den. 

Für die Amplifizierung der spezifischen Genabschnitte wurden folgende Substanzen genutzt: 

Zwei spezifische Primer, dNTPs, Taq-Polymerase, 10xPuffer, RNAse-freies Wasser und die 

cDNA. Bei den Primern handelte es sich um DNA-Oligonukleotide, die eine komplementäre 

Sequenz zum 5’- bzw. 3’-Ende des Zielgens aufwiesen. Durch 2 min. Erhitzen der cDNA-

Proben bei 95°C wurde der DNA-Doppelstrang denaturiert und in Einzelstränge aufgetrennt. 

Dies ermöglichte den Primern, bei ihrer spezifischen Temperatur (siehe Primertabelle), sich 

komplementär an den DNA-Einzeltrang anzulagern (Annealing). Die DNA-Polymerase 

konnte sich daraufhin an den Komplex binden und mit der Zweitstrangsynthese beginnen 
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(Elongation). Dieses Enzym stammt aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus, ist 

hitzestabil und benötigt, um seine gesamte Aktivität zu entfalten, Mg2+ als Kofaktor. Das 

Themperaturoptimum der Polymerase liegt bei 72°C, bei dieser Temperatur wurden die 

dNTPs, als Bausteine für die Zweitstrangsynthese, an den entsprechenden Stellen, eingebaut. 

Die dNTPs bestehen aus den Purinnukleotiden dATP und dGTP, sowie aus den Pyrimidin-

nukleotiden dTTP und dCTP.  

Ein Ansatz für die PCR sah folgendermaßen aus: 

1) Mastermix PCR-H2O 15,45µl 

 Puffer 2,5µl 

 MgCl2 1,8µl 

 dNTP (10mM) 1µl 

 Primer (10µM) je 1,25µl 

 Taq-Polymerase je 0,25µl 

2) Je 0,75µl (Monolayer) bzw. 1,5µl (MMB) cDNA zugeben 

3) Die Proben mischen, abzentrifugieren und in den Thermocycler stellen. 

Das PCR-Programm bestand aus den Schritten: 

Denaturierung: 95°C, 2 min. 

                         95°C, 40 sec. 

Annealing:       variable Temperatur, 40 sec. 

Elongation:      72°C, 40 sec. 

                         72°C, 8 min. 

Die Amplifikation erfolgte bei allen PCRs in 35 Zyklen, während die Annealingtemperaturen 

(siehe Primertabelle) je nach Primerzusammenstellung variierte. Die Annealingtemperatur ist 

hierbei abhängig von der Länge der Primer und deren G-C-Basengehalt. Die PCR-Proben 

wurden auf 4°C gekühlt und konnten so gelagert werden. Zur Größenbestimmung der PCR-

Produkte wurde der 25µl-Ansatz mit 5µl loading buffer versetzt und davon wurden jeweils 

15µl auf ein 2% Agarosegel aufgetragen. Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine einfache 

und effektive Methode, DNA-Fragmente von 0,5 bis 25kb Länge voneinander zu trennen und 

zu identifizieren. Dabei bewegen sich die negativ geladenen DNA-Moleküle in der Matrix 

des Gels mit einer Geschwindigkeit, die umgekehrt proportional zum Logarithmus ihrer Grö-

ße ist, zur Anode. Sichtbar gemacht werden die DNA-Fragmente im Gel durch Zugabe des 

Farbstoffes Ethidiumbromid in die bereits geschmolzene Agarose. Nach Interkalation in die 

DNA-Moleküle fluoresziert Ethidiumbromid unter UV-Licht. Je nach Größe der zu trennen-

den DNA-Fragmente variiert man die Agarosekonzentration zwischen 0,5% und 2%. Große 
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DNA-Fragmente lassen sich in niedrig konzentrierten Gelen (Endkonzentration ca. 0,5%) gut 

auftrennen, für kleinere Fragmente eignen sich höher konzentrierte Agarose-Gele. Als Lauf-

puffer wurde 1xTBE-Puffer verwendet, in dem auch die Agarose angesetzt und durch Auf-

kochen in der Mikrowelle gelöst wurde. Nach dem Abkühlen auf ca. 50°C wurde das Ethidi-

umbromid (10mg/ml Ethidiumbromidlösung) zugegeben. Das erkaltete Gel wurde mit 

1xTBE-Puffer überschichtet und die DNA-Proben konnten in die Slots gegeben werden. Das 

Gel wurde mit einer Feldstärke von 5-10 Volt/cm gefahren, bis eine ausreichende Banden-

trennung erreicht war. Zur Abschätzung der Lauflänge dienten die beiden Farbstoffe im 

DNA-Probenpuffer (Bromphenolblau und Xylencyanol). Zur Größenbestimmung der PCR-

Produkte wurde eine 1kb DNA-Leiter mitgeführt. Nach erfolgter Auftrennung konnte das 

Gel unter UV-Licht betrachtet und fotografiert werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 Ergebnisse 

75 

4 Ergebnisse  
4.1 Mesenchymale Stammzellen aus der Speicheldrüse 
4.1.1 Isolierung humaner MSC 

Zur Klärung der Frage, ob humane mesenchymale Stammzellen aus Speicheldrüsen isoliert 

werden können, wurden jeweils zehn Gewebeproben der Glandula parotidea und der Glandu-

la submandibularis verwendet und direkt nach Entnahme der Gewebeprobe eine Einzelzell-

suspension hergestellt. 

Zur Etablierung einer reproduzierbaren Methode für die in vitro Kultivierung und Expansion 

primärer humaner MSC, diente als Grundlage ein Protokoll, welches auf ein von Haynes-

worth publiziertes Verfahren zurückzuführen ist [230]. Hierbei wird vom Prinzip der selekti-

ven Adhärenz Gebrauch gemacht, d.h. der Tatsache, dass mesenchymale Stammzellen auf 

Zellkulturoberflächen adhärieren, während der überwiegende Teil der nicht-mesenchymalen 

Zellen nicht anhaftet und während der alle 2-3 Tage erfolgenden Medienwechsel langsam 

ausgewaschen werden. Die anhaftenden MSC begannen nach initialer Adhärenz zu prolife-

rieren. Ein Merkmal zur Beurteilung der Kulturen war deren morphologisches Erscheinungs-

bild. Bereits in der Morphologie zeigten Zellen aus der Glandula parotidea und der Glandula 

submandibularis Unterschiede. Alle Zellen zeigten anfangs eine spindelförmig fibroblastoide 

Zellform. Insgesamt war eine sehr homogene Primärkultur zu beobachten. Während der Sub-

kultivierung über mehrere Passagen war allerdings eine morphologische Veränderung der 

Zellen aus der Glandula submandibularis zu beobachten. Die Zellen wurden voluminöser und 

großflächiger. Neben dem Parameter der Morphologie, wurde von jeder Probe ein CFU-F-

Assay angefertigt, die durchflusszytometrische Analyse von charakteristischen Zelloberflä-

chenmarkern durchgeführt, sowie von jeweils fünf Proben das multipotente Differenzie-

rungspotential (osteogene, adipogene und chondrogene Entwicklung) ermittelt. 

 

4.1.2 Kulturverlauf humaner MSC 

24 h nach Isolierung der Zellen erfolgte der erste Mediumwechsel. Bereits zu diesem Zeit-

punkt, oftmals aber auch erst nach einer Woche, waren in den Kulturen lichtmikroskopisch 

erste adhärente mesenchymale Stammzellen zu erkennen. Diese lagen als individuelle, spin-

delförmig fibroblastoide Zellen vor. Daneben waren noch nicht adhärente runde Zellen zu 

erkennen, die bei jedem erneuten Mediumwechsel langsam ausgewaschen wurden. Es dauer-

te etwa 14-21 Tage bis die Zellen in einer T175-Zellkulturflasche eine Konfluenz von 90% 

erreicht hatten. Eine Passagierung der Zellen erfolgte jeweils bei 90% Konfluenz. Die Split-
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tung wurde im Verhältnis 1:3 vorgenommen. Bis in die fünfte Passage dauerte es in der Re-

gel 4-5 Tage bis eine Konfluenz von 90% erreicht wurde. Dieser Zeitraum erhöhte sich in 

höheren Passagen auf mehr als eine Woche. Die Zellen aus den Gewebeproben der Glandula 

parotidea behielten ihr fibroblastoides Erscheinungsbild, während die Zellen aus der Glandu-

la submandibularis ab der dritten Passage, ein breiteres, flächigeres Aussehen annahmen. 

 

 

 

Abbildung 14: Primärzellkultur aus humanen Speicheldrüsen. 
A: Es sind nach 4 Tagen Kultivierung der Zellen wenige fibroblastoide Zellen (putative MSC) und einige kleine 
runde Zellen (Erytrozyten) zu erkennen. 
B: Nach 7 Tagen in Kultur sind fast nur noch fibroblastoide Zellen zu erkennen. Die Erytrozyten sind fast kom-
plett aus der Kultur ausgewaschen. 
C: Durch 14tägige Kultivierung sind nur noch mesenchymale Stammzellen in der Kultur vorhanden. 
D: Nach 21 Tagen haben die MSCs einen Rasen in der Zellkulturflasche gebildet. 
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Abbildung 15: Humane MSCs aus der Speicheldrüse in der 3. Passage  
A: Die Zellen aus der humanen Glandula parotidea zeigen eine fibroblastoide Morphologie. 
B: Die Zellen aus der humanen Glandula submandibularis zeigen, im Gegensatz zu denen aus der Glandula 
parotidea, eine große flächige voluminöse Morphologie. 

 

 

4.1.3 Fibroblast colony-forming unit-assay 

Neben morphologischen Kriterien wurde die Kapazität der Kolonie bildenden Einheiten der 

Zellen aus dem Speicheldrüsengewebe getestet. Nach Entfernen des Fett- und Bindegewebes 

aus der Speicheldrüse konnte aus 1 g Speicheldrüsengewebe ca. 5,2 ± 0,8 x 106 Zellen iso-

liert werden. Hierbei sind keine signifikanten Unterschiede zwischen Glandula parotidea und 

Glandula submandibularis festgestellt worden. Ebenso verhielten sich die Speicheldrüsen im 

CFU-F-Assay identisch. Die Anzahl der kolonie-bildenden-Einheiten betrug im Durchschnitt 

160 ± 9 in 0,5 x 106 Zellen, was einer Frequenz von 0,03% entspricht.  

 

4.1.4 Präsentation von Oberflächenmarkern 

Zur immunophänotypischen Charakterisierung wurden die aus den Speicheldrüsen gewonne-

nen Zellen, von jeweils zehn Proben der Glandula parotidea und zehn Proben der Glandula 

submandibularis, durchflusszytometrisch untersucht. Hierfür wurden die Zellen routinemäßig 

in der dritten, fünften und zehnten Passage auf die Expression der Antigene CD13, CD29, 

CD34, CD44, CD45, CD54, CD73, CD90, CD105, CD106, CD140b, CD166 und Stro-1 un-

tersucht. Dieses Expressionsmuster beinhaltet putative mesenchymale Stammzellmarker und 

die hämatopoetischen Stammzellmarker CD34 und CD45. 

Die Antigene CD34 und CD45 wurden zur Abgrenzung zu hämatopoetischen Stammzellen 

bestimmt. Sie waren in allen untersuchten Proben und in allen Passagen negativ.  
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Abbildung 16: Durchflusszytometrische Untersuchung von isolierten Stammzellen aus der Speicheldrüse.  
Die hämatopoetischen Stammzellmarker CD34 (PE) und CD45 (FITC) sind negativ, was dafür spricht, dass es 
sich bei den Zellen um mesenchymale Stammzellen handelt. 
A-B: Isotypkontrolle 
C-D: Repräsentative Probe der isolierten Zellen aus der Speicheldrüse (grau) CD34 bzw. CD45 markiert gegen  
         die jeweilige Isotypkontrolle (weiß) aufgetragen. 
 

 

Die Zellen waren stark positiv für CD13, CD29, CD44, CD73 und CD90. Eine positive, aber 

variable Expression von CD54, CD140b und CD166 konnte festgestellt werden. CD105 

konnte auf Zellen der Parotisproben in allen Passagen und Proben gleichstark, auf Zellen der 

Submandibularisproben hingegen uneinheitlich innerhalb der Passagen, festgestellt werden. 

CD106 konnte in keiner Probe detektiert werden. Das Expressionsniveau von CD54 war in-

nerhalb der Proben einheitlich, nahm aber im Laufe der Passagierung der Zellen ab. Hierbei 

konnte eine Expression von 87% in den frühen Passagen beobachtet werden, während in Pas-

sage zehn nur noch 52% der Zellen CD54-positiv waren. CD140b konnte in den Parotispro-

ben in allen Passagen homogen um die 80% nachgewiesen werden, währen die Expression in 

den Submandibularisproben sehr unterschiedlich war. Hier schwankte der Anteil der 

CD140b-positiven-Zellen zwischen 42-95%. Diese Schwankungen traten in allen Passagen 

auf. In den Parotisproben war eine einheitliche Expression von CD166 nachweisbar, während 

die Submandibularisproben eine Expressionsvarianz aufzeigten. Einige Proben besaßen le-

diglich einen 40%igen Anteil CD166-positiver-Zellen, währen die Zellen anderer Proben zu 

85% CD166 positiv waren. Diese Varianz zeigte sich in allen Passagen. 

A 

B 

C 

D 
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Stro-1 war nur in geringem Maße (11%) oder gar nicht in der dritten Passage nachweisbar, 

woraufhin von jeweils fünf Parotis- und Submandibularisproben die Zellen der ersten und 

zweiten Passage durch FACS-Analyse in Kombination mit der ALP-Expression, untersucht 

wurden. In den frühen Passagen konnte eine höhere Expression von Stro-1 nachgewiesen 

werden, welche aber stetig abnahm, je mehr ALP auf der Zelloberfläche exprimiert wurde. 

Es konnten keine Unterschiede in der Stro1-Expression zwischen Parotis- und Submandibu-

larisproben festgestellt werden. 

 

Abbildung 17: Repräsentative FACS-Analyse einer Parotisprobe in der dritten Passage mit prozentualer An-
gabe der positiven Zellen für den jeweils angegebenen Oberflächenmarker. 
Die Probe (grau) ist gegen die Isotypkontrolle (weiß) aufgetragen. 
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Abbildung 18: Repräsentative FACS-Analyse einer Submandibularisprobe in der dritten Passage mit prozen-
tualer Angabe der positiven Zellen für den jeweils angegebenen Oberflächenmarker. 
Die Probe (grau) ist gegen die Isotypkontrolle (weiß) aufgetragen. 
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Abbildung 19: Repräsentative Darstellung der Stro-1-Expression in der ersten Passage 
 
 

Für die Etablierung eines Xerostomie-Mausmodells, in dem die Speicheldrüsen radiogen 

geschädigt werden, wurden primäre murine mesenchymale Stammzellen benötigt, die mit 

denen aus dem humanen Gewebe vergleichbar sind. Hierfür wurde Submandibularisgewebe 

aus BalbC-Mäusen entnommen, das nach dem gleichen Protokoll aufgearbeitet wurde wie 

das humane Speicheldrüsengewebe. Anschließend wurden die isolierten Zellen unter den 

gleichen Bedingungen und mit den gleichen Medien kultiviert, wie im Kapitel 3.2.1.3 be-

schrieben. Der Kulturverlauf der murinen Zellen war identisch mit dem der humanen. Mor-

phologisch zeigten sie einen spindelförmigen fibroblastoiden Zelltyp. Um festzustellen, ob 

die aus der Maus isolierten Zellen mit denen aus den humanen Speicheldrüsen vergleichbar 

sind, erfolgte eine Analyse der Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie. Die analysierten 

Zellen stammten aus Gewebe von drei verschiedenen Individuen und befanden sich in der 

dritten Passage der Kultivierung.  

 

Abbildung 20: Repräsentative FACS-Analyse muriner MSCs aus der Submandibularis in der dritten Passage 
(negative Marker). 
Die Zellen waren für die hämatopoetischen Stammzellmarker CD34 (PE) und CD 45(APC) und für CD106 
(FITC) negativ, was den Ergebnissen der humanen MSC aus der Speicheldrüse entspricht. 
Repräsentative Probe (grau) gegen Isotypkontrolle (weiß) aufgetragen. 
 

CD34 CD45 CD106 
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Wie die aus dem humanen Gewebe isolierten Zellen, waren die murinen Zellen negativ für 

die hämatopoetischen Stammzellmarker CD34 und CD45 und den putativen mesenchymalen 

Stammzellmarker CD106. Ebenfalls war die Expression von CD29, CD44, CD54, CD73, 

CDE105, CD140b und CD166 identisch mit der Expression hMSCs in der dritten Passage. 

 

 

 
Abbildung 21: Repräsentative FACS-Analyse muriner MSCs aus der Submandibularis in der dritten  
Passage (positive Marker).  
Repräsentative Probe (grau) gegen Isotypkontrolle (weiß) aufgetragen. 

 
 
 
 

CD29 CD44 CD49d 

CD54 CD81 CD73 

 

CD105 CD140b CD166 
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4.1.5 Natives Speicheldrüsengewebe 

Bevor jeweils fünf Proben der Zellen aus der Glandula parotidea und fünf Proben der Zellen 

aus der Glandula submandibularis differenziert wurden, erfolgte die Anfärbung von Kry-

oschnitten des Speicheldrüsengewebes.  

Als erstes wurde das Gewebe Sudan II gefärbt, in Anlehnung an die Fettzell-Linie. Es konn-

ten Fettzellen im interstitiellem Bindegewebe nachgewiesen werden (Abb.22 a). Als Nach-

weis der osteogenen Kaskade erfolgte eine Färbung mit alkalischer Phosphatase, die im 

Speicheldrüsengewebe nicht nachweisbar war (Abb. 22 b). Weiterhin wurde das Gewebe 

Osteopontin und Bone Sialoprotein gefärbt. (Abb. 22 c-d). Beide Glykophosphoproteine wa-

ren in den Strukturen der Gangsysteme nachweisbar. Die Analyse für chondrale Zelltypen 

ergab, dass einige Matrixgebiete im Speicheldrüsengewebe positiv für Alcianblau waren. 

Ebenso waren Teile der Sekretgranula positiv, als Nachweis von sauren Mukosubstanzen 

(Abb. 22 e). Allerdings konnte kein Kollagen II nachgewiesen werden. 

 

Abbildung 22: Kryoschnitte von humanem Parotisgewebe (Vergrößerung x20). 
[Quelle: Rotter et al. 2007] 
a) Positive Sudan III-Färbung 
b) Negative Alkalische Phosphatase-Färbung 
c) Positive Bone Sialoprotein-Färbung 
d) Positive Osteopontin-Färbung 
e) Positive Alcianblau-Färbung 
f) Negative Kollagen II-Färbung 
 

4.1.6 Multipotentes Differenzierungspotential humaner MSC 

Der Stammzellnachweis und die Bestätigung, ob das Isolierungs- bzw. Expansionsprotokoll 

für die Anreicherung humaner mesenchymaler Stammzellen geeignet ist, erfolgt letztendlich 

über das ausgeprägte Proliferations- und Differenzierungspotential. Pittenger wies in Diffe-

renzierungs-Assays nach, dass humane MSC einer klonalen Ausgangspopulation alternativ in 
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die osteogene, adipogene und chondrogene Richtung gelenkt werden können [130]. Nach den 

im Kapitel 3.2.1.3 genannten Protokollen konnte in dieser Arbeit mittels Dexamethason, L-

Ascorbinsäure-2-posophat und β-Glycerophosphat in Monolayerkulturen regelmäßig eine 

osteogene Differenzierung, sowohl in den Parotis- (Abb. 25 e-p) als auch in den Submandi-

bularisproben (Abb. 26 e-p), induziert werden. Der Nachweis erfolgte über eine ansteigende 

Aktivität der alkalischen Phosphatase (Abb. 25 e-g und 26 e-g) und dem Nachweis der Bil-

dung von Osteopontin und Bone Sialoprotein (Abb. 25 h-p und 26 h-p). Die adipogene Diffe-

renzierung wurde mittels 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX), Dexamethason, Insulin und 

Indomethazin induziert. Zum Nachweis der Induktion sind die für Adipozyten typischen Li-

pid-Vakuolen (Abb. 25 a-d und 26 a-d) mit dem Farbstoff Sudan III angefärbt worden. Zur 

chondrogenen Differenzierung wurden die humanen MSC anfangs zu Zellaggregaten (micro 

mass bodies) zentrifugiert und dann im Medium mit dem Wachstumsfaktor TGFβ3 induziert 

(Abb. 23 und 24). Die MMBs wiesen nach kurzer Zeit eine vielschichtige matrixreiche Mor-

phologie auf, und histochemisch konnte mittels Alcianblau-Färbung die Bildung einer für 

chondrozyten-typischen sauren sulfatreichen Proteoglycanmatrix nachgewiesen werden 

(Abb. 23 A-C und 24 A-C). Darüber hinaus wurde immunhistochemisch knorpel-typisches 

Kollagen Typ II und Kollagen Typ X angefärbt (Abb. 23 D-I und 24 D-I). Die immunhisto-

chemischen Kollagen-Färbungen der Submandibularisproben erfolgten mit einem chromogen 

gelabelten Sekundärantikörper, da hier eine Autofluoreszenz der Proben nachgewiesen wer-

den konnte. 

Die MMBs der Parotis- und Submandibularisproben zeigten keine Unterschiede. In allen 

Proben war eine gleichmäßige Zunahme der Proteoglycanmatrix und der Kollagenfasern zu 

beobachten.  

Anders verhielt es sich bei den Färbungen für Sudan III, alkalische Phosphatase, Osteopontin 

und Bone Sialoprotein. Hier waren deutliche Unterschiede zwischen den Parotis- und Sub-

mandibularisproben zu erkennen. In der Sudan III-Färbung konnte man in den Parotisproben 

wenige, große Lipid-Vakuolen feststellen, die ab Tag 18 deutlich zu erkennen waren. In den 

Submandibularisproben waren die Vakuolen im Zytoplasma klein, aber zahlreich, und konn-

ten bereits ab Tag 9 nachgewiesen werden. Die Expression von alkalischer Phosphatase, 

Osteopontin und Bone Sialoprotein war in den Parotisproben ab Tag 9 deutlich zu erkennen, 

während in den Submandibularisproben die Expression später und deutlich dezenter einsetz-

te. 
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Abbildung 23: Micro mass bodies der chondrogenen Differenzierung hMSC aus der Glandula parotidea  
(Vergrößerung: x10) 
Chondrogene Differenzierung an Tag 9 (A, D, G), Tag 18 (B, E, H) und Tag 25 (C, F, I), man kann lediglich die 
Zunahme der Matrix während der Differenzierung erkennen 
 
A-C: Alcianblau-Färbung 
D-F: Kollagen II-FITC-Färbung (grün) mit DAPI-Kernfärbung (blau) 
G-I: Kollagen X-FITC-Färbung 
 

 

Abbildung 24: MMBs der chondrogene Differenzierung hMSC aus Glandula submandibularis 
Tag 9 (A, D, G), Tag 18 (B, E, H) und Tag 25 (C, F, I), man kann lediglich die Zunahme der Matrixanteile wäh-
rend der Differenzierung erkennen. 
 
A-C: Alcianblau-Färbung 
D-F: Kollagen II-Färbung (Chromogen) 
G-I: Kollagen X-Färbung (Chromogen) 
A-F: Vergrößerung x10 
G-I: Vergrößerung x20 
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Abbildung 25: Adipogene und osteogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen aus der Glandula 
parotidea (Vergrößerung x20) 
Tag 0 (A, E, I, M) 
Tag 9 (B, F, J, N) 
Tag 18 (C, G, K, O) 
Tag 25 (D, H, L, P) 
 
A-D: Sudan III-Färbung 
E-H: Alkalische Phosphatase-Färbung 
I-L: Osteopontin-Färbung-FITC, Kernfärbung mit DAPI 
M-P: Bone Sialoprotein-Färbung-FITC, Kernfärbung mit DAPI 
 
Während der Differenzierung (0 bis 25 Tage) nimmt der Anteil der Zellen zu, die adipogene Marker (A-D) bzw. 
osteogene Marker exprimieren (E-P) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C D 

E F G H 

I J K L 

M N O P 
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Abbildung 26: Adipogene und osteogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen aus der Glandula 
submandibularis (Vergrößerung x20) 
Tag 0 (A, E, I, M) 
Tag 9 (B, F, J, N) 
Tag 18 (C, G, K, O) 
Tag 25 (D, H, L, P) 
 
A-D: Sudan III-Färbung 
E-H: Alkalische Phosphatase-Färbung 
I-L: Osteopontin-Färbung-FITC, Kernfärbung mit DAPI 
M-P: Bone Sialoprotein-Färbung-FITC, Kernfärbung mit DAPI 
 
Während der Differenzierung (0 bis 25 Tage) nimmt der Anteil der Zellen zu, die adipogene Marker (A-D) 
bzew. osteogene Marker exprimieren (E-P) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C D 

E F G H 

I J K L 
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Das multipotente Differenzierungspotential hMSCs konnte durch histochemische und im-

munhistochemische Färbungen nachgewiesen werden. Zusätzlich erfolgte eine Genexpressi-

onsanalyse durch RT-PCR. Unter osteogener Induktion konnte mRNA für Osteocalzin und 

Osteopontin nachgewiesen werden. Die chondrogene Induktion resultierte in der Produktion 

von Aggrecan und Kollagen II spezifischer mRNA. Unter adipogenen Differrenzierungsbe-

dingungen war es möglich die Genexpression von C/EBPa, PPARγ und aP2 nachzuweisen. 

Während der 25-tägigen Kultivierung der Zellen unter Differenzierungsbedingungen nahm 

die Genexpression der linienspezifischen Markergene in allen Speicheldrüsenproben zu. In 

Abbildung 27 sind die Parotis- und in Abbildung 28 die Submandibularisproben an den ver-

schiedenen Probentagen mit GAPDH-Abgleich zu sehen. 

 

 

                                   Tag 0   Tag 9   Tag 18   Tag 25 
Osteocalzin  
Osteopontin  
GAPDH  
Aggrecan 

 
Kollagen II  
GAPDH  
C/EBPa 

 
PPARγ  
aP2  
GAPDH  

Abbildung 27: PCR-Analyse der Differenzierten Parotisproben. 
 
 
 

                                   Tag 0     Tag 9    Tag 18  Tag 25 
Osteocalzin  
Osteopontin  
GAPDH  
Aggrecan  
Kollagen II  
GAPDH  
C/EBPa  
PPARγ  
aP2 

 
GAPDH  

Abbildung 28: PCR-Analyse der Differenzierten Submandibularisproben. 
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4.1.7 Etablierung eines Xerostomie-Mausmodels 

Nachdem die aus humanen Speicheldrüsen isolierten Zellen als mesenchymale Stammzellen 

identifiziert werden konnten, sollte ein Mausmodel erstellt werden, indem die Speicheldrüsen 

durch Radiatio geschädigt werden. In diesem Modell sollte das Homing-, Engraftment- und 

Regenerierungspotential von mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen werden. Als erster 

Schritt wurden Zellen aus murinem Submandibularisgewebe isoliert und kultiviert. Dies er-

folgte nach den gleichen Protokollen, wie sie für das humane Gewebe etabliert wurden. Es 

sollte gezeigt werden, dass die primären Zellen aus murinem und humanem Gewebe ver-

gleichbar sind. Die Phänotypisierung der murinen MSCs erfolgte mittels Durchflusszyto-

metrie (siehe Kapitel 4.1.4). Für die Versuche in vivo sollte eine durch das SV 40 Large T 

immortalisierte CD34-negative Stammzelllinie aus dem Knochenmark von BalbC-Mäusen 

genutzt werden, die von PD Dr. med. Ralf Huss zur Verfügung gestellt wurde. Ein spezifi-

scher Nachweis der transplantierten Zellen sollte durch den Antikörper gegen das SV 40 

Large T Antigen erfolgen (siehe Kapitel 3.2.3.2.4). 

Die immortalisierte murine Stammzellinie zeigte mikroskopisch eine uneinheitliche Zellmor-

phologie von kuboidalen und fibroblastoiden Zellen. In der Durchflusszytometrie bestätigte 

sich, dass es sich bei der Stammzelllinie um ein Gemisch von zwei verschiedenen Zelllinien 

handelte. 

Die radiogene Bestrahlung der BalbC-Mäuse sollte mit einem Siemens Linear Accelerator 

(Mevatron 74) mit einer Photonenernergie von 10MV und einer Elektronenenergie von 

12Mev bei 15 Gy erfolgen. 15 Gy ist eine in mehreren Publikationen beschriebene Dosie-

rung, die zu einer ausreichenden Schädigung der Speicheldrüsen führt und eine Xerostomie 

induziert [90-91,234-237]. Die ersten bestrahlten Kontrollgruppen verstarben nach zehn Ta-

gen. Der Bestrahlungsmodus mit 15 Gy erwies sich als letale Dosis. Die Versuche wurden 

daraufhin mit 12 Gy fortgesetzt. Die Kontrollgruppen bestanden aus jeweils n=4 Tieren und 

die Gewebe wurden an Tag 3, 30, 60 und 90 entnommen. Die entnommenen Speicheldrüsen 

zeigten die bereits beschriebenen Effekte: in der Frühphase (Tag 1-10) vakuolisiertes Zell-

plasma, pyknotische Zellkerne, Apoptose, und Apoptosekörper, um Tag 30 konnten, wie 

beschrieben, keinerlei histologische Veränderungen nachgewiesen werden und ab Tag 60 

war eine einsetzende Fibrosierung zu beobachten [20,90-91,235,238]. Innerhalb einer Grup-

pe waren die individuellen Reaktionen auf die Bestrahlung unterschiedlich, so dass bei der 

geringen Gruppengröße keine statistischen Daten erhoben werden konnten. Es handelte sich 

hierbei eher um die Beschreibung von Einzelphänomenen. 
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Abbildung 29: HE-Färbung einer murinen Glandula submandibularis 3 Tage nach Bestrahlung mit 12 Gy 
A: männliches Tier, Apoptosekörper 
B: weibliches Tier, deutliche Vakuolen im Zytoplasma 
Vergrößerung: x630 
 
 

 

Abbildung 30: HE-Färbung von murinen Parotisproben 3 Tage nach Bestrahlung mit 12 Gy 
A: männliches Tier, beginnende Vakuolisierung und anfängliche Apoptose 
B: weibliches Tier, Vakuolisiertes Plasma und pyknotische Zellkerne 
C: weibliches Tier, Apoptosekörper 
Vergrößerung: x630 
 
 

 

Abbildung 31: HE-Färbung von murinen Gewebeproben Tag 60 nach Bestrahlung mit 12 Gy 
A: Einlagerung von Eisenpigmenten im Lymphknoten 
B: Einsetzende Fibrosierung in der Parotis 
C: Vermehrte Bindegewebseinlagerund in der Glandula submandibularis 
Vergrößerung: x630 
 
 

 

 

A B 

A B C 

A B C 
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Abbildung 32: HE-Färbung gesunder muriner Speicheldrüsen 
A-B: Glandula parotidea 
C-D: Glandula submandibularis 
Vergrößerung: x630 

 

Neben den histologischen Veränderungen in der Speicheldrüse nach Radiatio, wurde das 

Gewicht der Glandulae submandibulares und der Speichelfluss nach Pilocarpin-Gabe in den 

unterschiedlichen Versuchsgruppen ermittelt. Das Gewicht der Speicheldrüsen nahm mit 

zunehmendem Probentag ab, das makroskopische Aussehen der Glandulae submandibulares 

veränderte sich ebenfalls. An Tag 3 erschien das Gewebe sulzig, während die Gewebekonsis-

tenz mit zunehmendem Probentag derber wurde und die Speicheldrüse verkleinert wirkte 

Das Sammeln des Speichels erfolgte mit einem modifizierten Lashley-Cup, unter Injektions-

narkose mit Ketamin (120 mg/kg) und Rompun (5 mg/kg), nach ip-Gabe von 2 mg/kg Pilo-

carpin. Die Proben wurden über einen Zeitraum von 30 Minuten gesammelt und ergaben in 

den unbestrahlten Kontrollgruppen ca. 100µl Speichel. Die Proben einer Gruppe wurden auf 

Eis gesammelt und anschließend in Kooperation mit Dr. med. Dippelt aus der Klinischen 

Chemie des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein untersucht. Die gemessenen Parame-

ter waren Amylase, Lipase, Natrium, Kalium, Chlor, LDH und Gesamteiweiß. Die Parameter 

wiesen individuelle Unterschiede auf, insbesondere die Amylase zeigte bei den unbestrahlten 

Kontrollgruppen starke Schwankungen. An Tag 3 nach Radiatio war die Speichelmenge un-

verändert, allerdings nahm der Gehalt von Natrium, Kalium und Chlor ab, während die Men-

ge an Gesamteiweiß zunahm. Mit Zunahme der Probentage (d30, d60, d90) wurde die ge-

wonnene Speichelmenge geringer (< 50µl), so dass eine aussagekräftige Untersuchung des 

Speichels nicht mehr möglich war. 

Den Versuchsgruppen wurde einen Tag nach Radiatio 1x106 Zellen pro 25 g Maus iv in die 

Schwanzvene injiziert und anschließend wie die Kontrollgruppen behandelt. Sie zeigten kei-

ne signifikanten Unterschiede in Gewicht, Aussehen und Konsistenz der Submandibula-

risproben oder der Speichelmenge und -zusammensetzung im Verhältnis zu den Kontroll-

mäusen. Zusätzlich wurden den Versuchstieren an den Probentagen folgende Gewebe für die 

SV-40-Färbung und dem damit verbundenen Nachweis der Stammzellen, entnommen: Darm, 

A B C D 
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Milz, Lunge und verschiedene Lymphknoten. Es konnten zu keinem Zeitpunkt Stammzellen 

in der Glandula parotis oder der Glandula submandibularis nachgewiesen werden. Ebenso 

war ein Stammzellnachweis in den Lymphknoten nicht möglich. An Tag 3 konnten verein-

zelt im Darm und massiv im Kapillargebiet von Milz und Lunge Stammzellen nachgewiesen 

werden. Zu späteren Zeitpunkten (d30, d60, d90) war allerdings auch in diesen Geweben ein 

Nachweis von Stammzellen nicht mehr möglich. 
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5 Diskussion 
Die spezifischen Charakteristika von Stammzellen beinhalten uneingeschräkte Kapazität der 

Selbsterneuerung und die Fähigkeit in multiple Zelllinien zu differenzieren. In diesem Zu-

sammenhang ist die Isolation von Stammzellen aus neuen Quellen wichtig. Die bisher be-

kannten Quellen für Stammzellen haben verschiedene Nachteile, unter anderem die geringe 

Menge von Stammzellen, die man aus ihnen isolieren kann. Selbst die Zellen des Knochen-

marks weisen nur einen 0,01-0,001%igen Anteil an mesenchymalen Stammzellen auf 

[130,239]. Somit bedarf es großer Mengen Spendergewebe, um genügend Stammzellen iso-

lieren zu können. Bis heute hat man viele Gewebe identifiziert, die als potentielle Quellen für 

Stammzellen gelten, wie das Knochenmark [240], der Gastrointestinaltrakt [241,242], das 

Herz [243], die Lunge [244], die Kornea [245], die Haut [246], das Pankreas [247-249], die 

Leber [250], das Brustgewebe [251], ebenso wurden die Speicheldrüsen von Maus und Ratte 

als Stammzellquelle beschrieben [252,253] und aus der Glandula submandibularis der Ratte 

isoliert [254]. Diese Arbeit hat gezeigt, dass eine Isolierung mesenchymaler Stammzellen aus 

humanen und murinen Speicheldrüsen möglich ist. Hierbei zeigte es sich, dass ein höherer 

Anteil an mesenchymalen Stammzellen aus humanen Speicheldrüsen isoliert werden konnte, 

als aus dem Knochenmark. 

 

5.1 Mesenchymale Stammzellen aus der Speicheldrüse 
Das in dieser Arbeit etablierte Isolierungsprotokoll für mesenchymale Stammzellen zeigte 

sowohl für humane, als auch für murine Speicheldrüsen eine hohe Effizienz. Die isolierten 

Zellen waren in ihrer Morphologie sehr homolog und zeigten ein spindelförmiges 

fibroblastoides Aussehen. Schon frühere Studien beschrieben, dass aus dem Knochenmark 

isolierte mesenchymale Stammzellen einen hohen Grad an Homologie in ihrer Morphologie 

aufweisen. Pittenger wies eine 98%ige Homologie der sich bildenden CFU-Fs nach [130]. 

Neuere Studien hingegen weisen darauf hin, dass Kolonien, die aus einer einzelnen Zelle 

hervor gegangen sind, eine heterogene Morphologie aufweisen und aus mindestens zwei ver-

schiedenen Zelltypen bestehen. Hierbei sind fibroblastoide Zellen, nach ihrem Proliferati-

onspotential small rapidly-renewing cells, neben kuboidalen oder abgeflachten Zellen, large 

slowly-renewing cells, zu beobachten [264]. Coulter et al. postuliert sogar eine dritte Popula-

tion von kleinen agranulären Zellen (RS-1), die als früheste Progenitorzellen mit dem größ-

ten Differenzierungspotential angesehen werden [265]. Ein heterogenes Erscheinungsbild der 

Zellen konnte in dieser Arbeit nicht beobachtet werden, allerdings veränderte sich die Mor-
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phologie der Zellen während der Kultivierung, je nachdem aus welcher Speicheldrüse sie 

isoliert wurden. Die Zellen aus der Glandula submandibularis zeigten ab der dritten Passage 

ein breiteres abgeflachteres Aussehen, während die Zellen aus der Glandula parotidea ihre 

fibroblastoide Morphologie beibehielten. Nach Colter et al. sind diese voluminöseren abge-

flachten Zellen als mature mesenchymale Stammzellen mit geringem Proliferations- und Dif-

ferenzierungspotential anzusehen [265]. Die Zellen aus der Submandibularis zeigten aller-

dings kein eingeschränktes Proliferationspotential. Ebenso ließen sich die Zellen aus allen 

Submandibularisproben differenzieren, zeigten aber ein anderes Differenzierungsprofil als 

die Zellen aus den Parotisproben. So konnte ein früheres Einsetzen der Adipogenese beo-

bachtet werden, während die osteogene Differenzierung später und dezenter einsetzte. Unab-

hängig davon, welches Differenzierungspotential die mesenchymalen Stammzellen aufwie-

sen, eine osteogene Differenzierung der meisten Klone war möglich (Unipotenz), während 

sich die Differenzierung in die adipogene Linie häufig als schwierig erwies und meist nur mit 

MSCs möglich war, die tripotent waren [256]. Pittenger beschrieb, dass nur 1/3 der MSCs 

aus dem Knochenmark differenziert werden konnten. Neuere Studien zeigen, dass die in vitro 

Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen, egal aus welchem Gewebe sie isoliert 

wurden, durch optimierte Kultivierungsbedingungen verbessert werden konnten. Hierbei ist 

nicht nur die angemessene Zusammensetzung für eine spezifische Differenzierung wichtig, 

sondern auch die Zelldichte und die mechanischen Kräfte, die auf die Zellen gewirkt haben 

[257]. Es erwies sich, dass eine geringe Zelldichte von 1x104-0,4x106 Zellen/cm2 einen posi-

tiven Effekt auf die Proliferation und das Differenzierungspotential von humanen mesen-

chymalen Stammzellen hat [270,271]. Jeder Faktor der auf die Differenzierung von MSCs 

eine Auswirkung hat, kann optimiert werden, allerdings haben einige Faktoren unterschiedli-

che Wirkungen auf mesenchymale Stammzellen, je nachdem aus welcher Spezies sie isoliert 

wurden. Als Beispiel wäre hier das rekombinante humane Bone Morphogenic Protein-2 

(rhBMP-2) zu nennen. Für die osteogene Differenzierung muriner mesenchymaler Stamm-

zellen bedarf es einer geringen Konzentration von rhBMP-2 [266], während es bei humanen 

MSC einer hohen Dosierung dieses Faktors bedarf, um den gleichen Effekt zu erzielen [267]. 

Es konnte in keiner humanen oder murinen MSC-Kultur das Auftreten einer spontanen Diffe-

renzierung beobachtet werden. Dies betrifft die humanen MSC-Kulturen bis in die zwanzigs-

te Passage und die murinen MSC-Kulturen bis zur fünfundzwanzigsten Passage. Während 

der Kultivierung der humanen und murinen Zellen konnte ein weiteres Phänomen beobachtet 

werden, die replikative Seneszenz. In den humanen Kulturen war bereits in der siebten Pas-

sage eine Verlangsamung der Proliferationsrate zu beobachten, während für die murinen Zel-
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len, wie auch für MSCs aus der Ratte beschrieben wurde [152], dieses Phänomen nicht nach-

zuweisen war. Für humane MSC in vitro sind ca. 40 Populationsverdopplungen angegeben, 

bis eine replikative Seneszenz einsetzt [150,268]. Von Stenderup et al. wurde beschrieben, 

dass diese Seneszenz abhängig vom Alter des Spenders ist. Bei Zellen aus dem Knochen-

mark älterer Personen war nur eine Proliferation von fünfundzwanzig Passagen möglich 

[268]. Allerdings bestand kein altersabhängiger Unterschied in der Frequenz der isolierten 

mesenchymalen Stammzellen. Die replikative Seneszenz ist ein charakteristisches Problem 

von diploiden Zellen in vitro. Einer der Gründe ist die progressive Verkürzung der Telomere 

während der kontinuierlichen Subkultivierung durch fehlende oder eingeschränkte Telomera-

seaktivität [263]. Bislang konnte nicht geklärt werden, ob die nicht vorhandene Telomera-

seaktivität eine Folge suboptimaler Bedingungen in der Kultivierung ist, oder ein Merkmal 

isolierter mesenchymaler Stammzellen darstellt. Kassem et al. gelang es durch Überexpressi-

on des humanen telomerase reverse transcriptase Gens (hTERT) die Telomeraseaktivität in 

kultivierten MSCs wieder herzustellen [263]. Telomerisierte glatte Muskelzellen zeigten so-

gar eine bessere Qualität für das Tissue Engineering von Arterien, als nicht telomerisierte 

Zellen [269]. Die Möglichkeit die Telomeraseaktivität in kultivierten MSCs wieder herzu-

stellen, bietet der regenerativen Medizin ein breites Einsatzgebiet der Zellen. Der Nachteil 

dieser Zellen ist, dass eine genetische Instabilität in den Zellen auftritt und zu einer Trans-

formation der mesenchymalen Stammzellen führt. Prinzipiell ist es aber möglich, die Ge-

nexpression von hTERT, durch Überexpression oder chemischer Stimulation der Expression, 

zu erhöhen. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Speicheldrüse eine geeignete Quelle für die Iso-

lierung mesenchymaler Stammzellen zu sein scheint. Im Vergleich zum Knochenmark (ca. 

0,001-0,01%), konnte ein höherer Anteil an Stammzellen gewonnen werden (0,03%), Spei-

cheldrüsen sind für Biopsien leicht zugänglich, der Eingriff kann unter Lokalanästhesie vor-

genommen werden und man kann aus 1g Biopsiematerial 5,2 ± 0,8 x 106 Zellen gewinnen, 

die ein homologes Erscheinungsbild aufweisen und hohe Proliferations- und Differenzie-

rungsraten aufweisen. Es konnte keine schnell einsetzende Differenzierung der MSCs beo-

bachtet werden und bei einer postulierten Beibehaltung des Differenzierungspotentials bis in 

die 20-30igste [271] bzw. 50igste [180] Passage bieten diese Zellen ein breites therapeuti-

sches Einsatzgebiet in der regenerativen Medizin. 
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5.2 Charakterisierung mesenchymaler Stammzellen 
Im Gegensatz zu anderen Zelltypen die spezifische Oberflächenmarker exprimieren, wie z.B. 

die hämatopoetischen Zellen CD14, CD34 und CD45 oder endotheliale Zellen CD31, ist die 

phänotypische Identifizierung mesenchymaler Stammzellen schwierig, da sie keinen einzig-

artigen Marker exprimieren, sondern ein Gemisch aus Markern vieler Zelllinien, inklusive 

mesenchymaler, hämatopoetischer, endothelialer und von Muskel-Zellen. Erschwerend 

kommt hinzu, dass sich das Expressionsprofil, je nach Präparation der Zellen und Zeitverlauf 

in der Kultur, verändert [262].  

Eine Reihe von Antikörpern ermöglichte es, spezifische Epitope der MSCs zu detektieren. 

Hier wären die Antikörper SH2 (CD105), SH3, SH4 (CD73) und SB-10 (CD166) zu nennen, 

die eigentliche Isolierung mesenchymaler Stammzellen erfolgt aber fast ausschließlich durch 

negative Selektion, insbesondere für die Marker CD34 und CD45. Pittenger war der Mei-

nung, dass die Co-Expression von CD105 und CD73 ausreichend für die Aufreinigung MSCs 

[130], während Alsalameh et al. die Expression von CD166 und CD105 am geeignetsten 

hielt, um die frühesten Precursor von den maturen mesenchymalen Stammzellen aus dem 

Knochenmark zu isolieren [273]. Es wurde bis heute kein Konsens darüber gefunden, welche 

Kombination von Markern sich am besten für die Charakterisierung von MSCs eignet. Die 

International Society for Cellular Therapy legte somit als minimale Kriterien zur Definierung 

humaner mesenchymaler Stammzellen fest, dass sie für CD105, CD73 und CD90 positv sein 

müssen und negativ für CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79 oder CD19 und HLA-DR. 

Der erste Antikörper für die positive Identifizierung mesenchymaler Stammzellen aus dem 

Knochenmark war mit Stro-1 gefunden. Allerdings ist er als alleiniger Marker nicht ausrei-

chend, da seine Expression in vitro während der Subkultivierung verloren geht. Dies konnte 

auch in dieser Arbeit festgestellt werden. Mit zunehmender Passagierung der Zellen nahm 

die Expression von Stro-1 ab, während zeitgleich die Expression von alkalischer Phosphatase 

zunahm. 

CD271 ist ebenfalls ein Marker, der spezifisch für immature humane MSCs aus dem Kno-

chenmark ist [272]. Nur MSCs die CD271 stark exprimieren beinhalteten CFU-Fs, somit ist 

eine hoch aufgereinigte Isolation von MSCs aus dem Knochenmark möglich. 

Welches Expressionsmuster für die Charakterisierung mesenchymaler Stammzellen man 

auch zugrunde legt, die Zellen, die in dieser Arbeit aus humanen und murinen Speicheldrü-

sen isoliert wurden, zeigten alle eine signifikante Expression der vorausgesetzten Marker. 

Honczarenko et al. beschrieb während der Subkultivierung humaner MSCs neben dem Ver-
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lust der Expression von verschiedenen Chemokin-Rezeptoren eine Abnahme in der Expressi-

on von Adhäsinsmolekülen wie CD54 [274]. Dieses Phänomen konnte auch in dieser Arbeit 

beobachtet werden. Mit zunehmender Passagierung nahm die Anzahl der CD54-positiven 

Zellen kontinuierlich ab.  

Die variable Expression einiger Marker (CD140b, CD166) in verschiedenen Proben der glei-

chen Passage lässt sich dadurch erklären, dass sich die Probenpopulation aus Klonen unter-

schiedlicher Maturationsgrade zusammensetzt. Hierdurch ist ein unterschiedliches Prolifera-

tionsverhalten und Expressionsmuster innerhalb der Population zu beobachten. 

 

5.3 Speicheldrüsengewebe 
Der Differenzierungsnachweis von mesenchymalen Stammzellen in die verschiedenen Zell-

linien erfolgt über histologische oder immunhistologische Färbungen oder auf mRNA-Ebene 

durch den Nachweis bestimmter Markergene. Die Kriterien hierfür sind definiert und durch 

verschiedene Arbeitsgruppen reproduzierbar nachgewiesen worden. Anders sieht es für die 

Gewebe aus, aus denen Stammzellen isoliert werden. So liegen für die Speicheldrüse unter-

schiedliche Ergebnisse vor, ob Osteopontin oder Bone Sialoprotein exprimiert werden. Im 

Rahmen dieser Arbeit wurden deshalb die für den Nachweis der Differenzierung der MSCs 

genutzten histologischen und immunhistologischen Färbungen auch im nativen Speicheldrü-

sengewebe angewendet. 

Die chondrogene Differenzierung wurde durch Kollagen II-, Kollagen X- und Alcianblau-

Färbungen nachgewiesen. Im Speicheldrüsengewebe konnte kein Kollagen II, ein fibrilläres 

Kollagen das hauptsächlich in hyalinem Knorpel vorkommt und ca. 50% des gesamten 

Knorpelproteins ausmacht, nachgewiesen werden. Kollagen X, ein netzbildendes Kollagen 

das im hypertrophen und mineralisierenden Knorpel vorkommt, war ebenfalls nicht nach-

weisbar. Allerdings waren Teile der Sekretgranula und der Matrixgebiete im Speicheldrüsen-

gewebe positiv für Alcianblau. Hierbei handelt es sich um den Nachweis von sauren Muko-

substanzen im nativen Gewebe. In den chondrogen differenzierten Zellen bzw. den MMBs 

wurde durch Alcianblau-Färbung lediglich die Zunahme der Matrixsubstanzen währen der 

Differenzierung verdeutlicht. 

Für den Nachweis der osteogenen Differenzierung wurden alkalische Phosphatase-, Osteo-

pontin- und Bone Sialoprotein-Färbungen genutzt. Die alkalische Phosphatase kommt in 15 

verschiedenen Isoformen im menschlichen Körper vor, vier davon stammen von unterschied-

lichen Genen (Dünndarm-, Plazenta-, Keimzell- und Gewebe-unspezifische ALP). Die Ge-
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webe-unspezifische ALP wird je nach Gewebe unterschiedlich glykosyliert, wodurch weitere 

Isoenzyme entstehen, u.a. die Knochen-ALP. Die Gesamtheit aller Isoenzyme wird als alka-

lische Phosphatase bezeichnet, wodurch die hier nachgewiesene ALP nicht knochenspezi-

fisch ist. ALP konnte in mesenchymalen Stammzellen, Osteoprogenitorzellen und Präoste-

oblasten nachgewiesen werden, allerdings nicht in Osteoblasten [262]. Ebenso konnte keine 

ALP im Speicheldrüsengewebe nachgewiesen werden. Osteopontin und Bone Sialoprotein 

sind Mitglieder der SIBLING-Familie (small intergrin-binding ligand n-linked glycopro-

teins). Sie binden mit hoher Affinität an Matrix-Metalloproteinasen, wodurch diese aktiviert 

werden. Osteopontin wird stark in Knochen und Zähnen aldulter Individuen exprimiert, ist 

aber auch im normalen nicht-mineralisiertem Gewebe, wie Niere, laktierendem Brustgewebe 

und Immunzellen nachweisbar. 1992 berichtete Brown et al. erstmals, dass OPN auch in ver-

schiedenen epithelialen Geweben incl. der Speicheldrüsen nachweisbar ist [278]. Im Gegen-

satz dazu, konnte die Arbeitsgruppe um Kusufuka kein OPN im Speicheldrüsengewebe 

nachweisen [279]. Bone Sialoprotein wurde hauptsächlich im Knochen und im Dentin nach-

gewiesen, eine Expression wurde aber auch in Trophoblasten und Ameloblasten beobachtet 

[276]. Mittlerweile konnte von verschiedenen Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass Osteo-

pontin und Bone Sialoprotein im murinen und humanen Speicheldrüsengewebe exprimiert 

wird [275-278]. Das Ergebnis konnte in dieser Arbeit bestätigt werden.  

 

5.4 Mesenchymale Stammzellen in vivo 
Über mesenchymale Stammzellen in vivo ist wenig bekannt. Insbesondere die Frage der 

MSC-Nische wird kontrovers diskutiert. Stammzellnischen sind Gewebestrukturen, die es 

den Zellen erlauben in ihrer spezifischen Mikroumgebung sich selbst zu erneuern, ohne dabei 

zu differenzieren und es den Stammzellen erlauben über Wochen oder Monate im Ruhezu-

stand vorzuliegen. Für die meisten adulten Stammzellen ist die spezialisierte Nische in ihrem 

Herkunftsgewebe bereits beschrieben worden. Die hämatopoetischen Stammzellen haben 

ihre Nische im Knochenmark [280], epidermale Stammzellen sind im Haarfolikel von Säu-

gern lokalisiert [281] und neurale Stammzellen befinden sich in der Subventrikularzone 

[282]. Dagegen scheinen die bislang isolierten mesenchymalen Stammzellen im gesamten 

Organismus vorhanden zu sein und ihre Lokalisation muss es ihren Nachkommen ermögli-

chen alle Gewebe und Organe zu erreichen. Unter diesen Voraussetzungen sind drei Theo-

rien für die mesenchymale Stammzellnische postuliert worden. 
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1. Mesenchymale Stammzellen sind in einem spezifischen Organ oder Gewebe lokali-

siert, von dem aus sie bei Bedarf aktiviert werden und die Zellpopulation wieder auf-

füllen die durch Apoptose im Zuge des physiologischen Turnovers oder durch Nekro-

se bei Gewebsläsionen untergegangen sind. Für diese Theorie spricht, dass es 

Lombaert et al. durch G-CSF-Gabe gelang den MSC-Anteil im peripheren Blut zu er-

höhen und eine Geweberegeneration in bestrahlten Mäusen zu erzielen [90]. Ebenso 

konnte gezeigt werden, dass Hypoxie die Konzentration von MSCs im peripheren 

Blut ansteigen lässt [283] und MSC-Kulturen unter hypoxischen Bedingungen ein er-

höhtes Regenerationspotential besitzen [284]. Der Prozentsatz mesenchymaler 

Stammzellen, der aus dem peripheren Blut gewonnen werden konnte ist gering und in 

verschiedenen Spezies unterschiedlich hoch, dennoch ist die Isolierung aus dem Blut 

möglich [285]. 

2. Neben dem Knochenmark [240], sind mesenchymale Stammzellen aus dem Gastroin-

testinaltrakt [241,242], dem Herzen [243], der Lunge [244], der Kornea [245], der 

Haut [246], dem Pankreas [247-249], der Leber [250], dem Brustgewebe [251] und 

vielen anderen Geweben isoliert worden. Auch die Isolation aus verschiedenen Spe-

zies ergab ein sehr einheitliches morphologisches, immunphänotypisches und funkti-

onales Bild der MSCs. Dies könnte auf die Existenz von gewebespezifischen Stamm-

zellen hindeuten oder Folge der in vitro Kultivierung sein. 

3. Eine weitere Möglichkeit ist, dass mesenchymale Stammzellen als Perizyten in einer 

perivaskularen Nische vorliegen. Dies könnte die einheitliche Morphologie und den 

starken trophischen Effekt der MSCs erklären. Für diese Theorie sprechen die Unter-

suchungen von Caplan et al., die eine lineare Korrelation zwischen CFU-F und Ge-

fäßdichte zeigen [261]. Ebenso postulieren Meirelles et al., einen abnehmenden 

MSC-Titer älterer Individuen durch die Abnahme der Gefäßdichte in einigen Organen 

im Alter [255]. Dagegen sprechen die Ergebnisse von Stenderup et al. die bei älteren 

Knochenmarkspendern ein geringeres Proliferationspotential der MSCs feststellen 

konnten, aber keine erniedrigte Frequenz der MSCs.  

Welche Theorie für die Stammzellnische auch zutreffend sein mag, unstrittig ist, dass mesen-

chymale Stammzellen eine wichtige Rolle im Knochenmark spielen. Sie bilden ein Gerüst, 

das dem hämatopoetischen System als mechanische Unterstützung dient und sie sezernieren 

verschiedene Stoffe, die für das Milieu des Knochenmarks essentiell sind. Sie sezernieren 

extrazelluläre Matrixproteine wie Laminin, Kollagen und Proteoglykane [286], hämatopoeti-



5 Diskussion  

100 

sche und nicht-hämatopoetische Wachstumsfaktoren, Zytokine und Chemokine und beteili-

gen sich an der Regulierung der Hämatopoese durch die Produktion von IL-1a., IL-1b, IL-6, 

IL-7, IL-8, IL-11, IL-14, IL-15, Makrophagen kolonie-stimmulierenden Faktor, Granulozy-

ten-Makrophagen Kolonie-stimmulierenden Faktor (GM-CSF), Leukämie inhibierenden Fak-

tor, Stammzellfaktor (SCF), foetale Leber-Thyrosinkinase-3, Thrombopoetin und den Hepa-

tozyten Wachstumsfaktor (HGF) [127,265,287-289]. Die von den mesenchymalen 

Stammzellen sezernierten bioaktiven Faktoren haben parakrine und autokrine, sowie direkte 

und indirekte Wirkung. Die direkte Wirkung wird über intrazelluläre Signalkaskaden indu-

ziert, während die indirekte Wirkung darin besteht, Zellen in der Nachbarschaft zur Sekretion 

funktionell aktiver Moleküle anzuregen. Diese indirekte Wirkung wird von Caplan et al. als 

trophischer Effekt bezeichnet, in Anlehnung an diesen Begriff in der Neurobiologie, der den 

Vorgang bezeichnet, in dem Nervenenden bioaktive Moleküle sezernieren, die keine Neu-

rotransmitter sind [260]. Das Regenerationspotential, das mesenchymale Stammzellen auf-

weisen und ihre trophischen Effekte, lassen MSCs als vielversprechende Kandidaten für den 

therapeutischen Einsatz erscheinen. Allerdings scheinen die positiven therapeutischen Effek-

te der mesenchymalen Stammzellen eher auf ihrem trophischen Effekt zu beruhen, als auf 

ihrem Homingeffekt und dem Regenerationspotential. Viele Untersuchungen weisen darauf-

hin, dass die Homingeffizienz der MSCs nur 1-2% beträgt [257,259] und die Zellen nur in 

geringem Maße an den Regenerationsprozessenen beteiligt sind [90,291]. Im Tiermodell 

konnte gezeigt werden, dass hMSCs, die mit GFP markiert waren, nach Transplantation in 

die Tibia von NOD/SCID-Mäusen, zu funktionellen Komponenten der hämatopoetischen 

Mikroumgebung wurden und aktiv die Hämatopoese, durch sezernierte Faktoren und physi-

kalische Interaktion mit primitiven hämatopoetischen Zellen, beeinflussten [290]. Ebenso 

konnte gezeigt werden, dass eine Co-Transplantation von MSCs und HSCs einen positiven 

Effekt auf das Homing der HSCs in das Knochenmark und die Regeneration des Knochen-

marks haben [292-294]. 
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Abbildung 33: Schema von Anregung und Wirkung mesenchymaler Stammzellen im Organismus. 
MSCs werden durch ihr Mikromilieu angeregt in die Geweberegeneration einzugreifen oder in der Erhaltung 
und dem Turnover im Knochenmark. Die zweite Rolle von MSCs ist es, durch die Sekretion bioaktiver Molekü-
le, indirekt in die Regeneration von Gewebe einzugreifen [Caplan et al. 2006]. 
 
 

In der Schlaganfallforschung konnte gezeigt werden, dass MSCs in Ratten nicht in Neuronen 

oder neuronale Zellen differenzierten, sondern durch die Sekretion bioaktiver Moleküle die 

Narbenbildung und Apoptose inhibierten, die Angiogenese anregten und neurale Progenitor-

zellen aktivierten, die regenerative Prozesse im Gewebe induzierten [260]. MSCs, die in Ver-

suchen zur Regeneration nach Herzinfarkt eingesetzt wurden, zeigten ein Homing in die 

Randzone des Infarktgebietes und eine früh einsetzende Differenzierung in Kardiomyozyten 

[291]. Zusätzlich konnte eine verbesserte Herzfunktion durch einsetzende Neo-

Vaskularisation, verminderte Narbenbildung und Apoptose von Kardiomyozyten und eine 

erhöhte Nervenregeneration beobachtet werden [295].  

Neben den trophischen Effekten zeigen die bioaktiven Moleküle, die von MSCs sezerniert 

werden auch immunsuppressive und antiinflammatorische Eigenschaften. So konnte bei T-

Lymphozyten eine verminderte Aktivierung und Proliferation festgestellt werden, wobei die 

eingeschränkte Proliferation der T-Zellen auf einer erniedrigten Zellteilung und nicht auf 

Apoptose beruht [255]. NK-Zellen werden durch MSCs in ihrem ruhenden Zustand gehalten, 

allerdings können aktivierte NK-Zellen nur partiell wieder durch mesenchymale Stammzel-

len inaktiviert werden [296,297]. Die Stimulation von B-Zellen konnte durch MSCs inhibiert 

werden, ebenso ihre Proliferation, indem der Zell-Zyklus in der G0/G1-Phase blockiert wur-

de. Mesenchymale Stammzellen zeigen auch einen Einfluss auf Antigen präsentierende Zel-

len (APC). Es konnte eine verminderte Formation von dendritischen Zellen aus Monozyten 

beobachtet werden, die in ihrer Maturation, Migration und Fähigkeit alloreaktive T-Zellen zu 

aktivieren, eingeschränkt waren [258].  
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Abbildung 34: Die verschiedenen Effekte mesenchymaler Stammzellen auf Immunzellen 
        [Le Blanc et al. 2007] 

a) MSCs erhöhen den Anteil an CD4-positiven und CD25- positiven Zellen und die IL-10 Produktion 
b) MSCs reduzieren die Marker für aktivierte T-Zellen, CD25, CD69 und CD38, MSCs verzögern die 

Maturation von APCs und vermindern die HLA-DR-Expression 
c) Stimulierte dendritische Zellen Typ 1 sezernieren weniger TNF-alpha und IL-12 
d) Durch LPS-aktivierte dendritische Zellen Typ 2 sezernieren erhöht IL-10 
e) T-Helferzellen Typ 1 sezernieren signifikant weniger IFN-gamma 
f) T-Helferzellen Typ 2 sezernieren erhöhte Mengen an IL-4 in Gegenwart von MSCs 
g) MSCs inhibieren zytotoxische T-Zellen 
h) Bioaktive Moleküle, die von MSCs sezerniert werden 
i) Verminderte Sekretion von TNFgamma bei NK-Zellen 
j) Die Chemokin-Rezeptor-Expression auf B-Zellen ist erniedrigt  
 

 
 

Ein weiterer Vorteil von mesenchymalen Stammzellen ist, dass sie keine MHC II-Moleküle 

exprimieren und MHC I negativ sind. Ebenso konnte keine HLA II-Expression in vitro indu-

ziert werden [298] und ko-stimmulierende Moleküle wie CD80, CD86 und CD40 fehlen 

ebenfalls, was mesenchymale Stammzellen zu hypoimmunogenen Zellen macht. 

 

Das in dieser Arbeit zu etablierende Xerostomie-Mausmodel zeigt mehrere Schwachstellen. 

Die zur Verfügung gestellten immortalisierten CD34-negativen Stammzellen erwiesen sich 

als Gemisch unterschiedlicher Zellinien. Zur Etablierung eines Tiermodels sollten gut defi-

nierte Stammzelllinien im Vergleich zu primären mesenchymalen Stammzellen genutzt wer-

den. Zusätzlich ist eine Optimierung der radiogenen Bestrahlung notwendig. Trotz Ausblen-
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dung der Strahlung durch Bleiblöcke erfolgte keine ausschließliche Bestrahlung der Spei-

cheldrüsen und die Ergebnisse der Bestrahlung waren zu inhomogen. Immunhistochemisch 

sollte ein Nachweis erbracht werden, wie weit das Speicheldrüsengewebe, insbesondere die 

Acinuszellen, tatsächlich radiogen geschädigt wurde.  

Ebenfalls sollten unterschiedliche Applikationsarten der Stammzellen getestet werden. Die 

intravenöse Applikation der Stammzellen hatte zur Folge, dass die relativ großen Stammzel-

len das Kapillargebiet der Lunge und der Milz nicht passieren konnten und dort abgebaut 

wurden. Eine lokale Implantation mesenchymaler Stammzellen hat den Vorteil, dass die Zel-

len direkt ins Zielgewebe gelangen, vorher nicht abgebaut werden und ihre Wirkung vor Ort 

beurteilt werden kann. 

Außerdem sollte die Anzahl der Tiere pro Versuchsgruppe erhöht werden, um statistisch sig-

nifikante Daten zu erhalten. 

 

5.5 Therapeutische Ansätze für die Nutzung mesenchymaler 
Stammzellen in der regenerativen Medizin 

5.5.1 Lokale Implantation 

Es gibt viele Studien in der die Nutzung mesenchymaler Stammzellen für die lokale Implan-

tation beschrieben ist. Hauptsächlich werden MSCs für die Regeneration der Gewebe ge-

nutzt, in die sie differenzieren können. So konnte bereits 1995 von Lazarus et al. gezeigt 

werden, dass MHC-inkompatible MSCs, die in große Knochendefekte implantiert wurden, 

keine immunogene Reaktion hervorrufen, sondern den Defekt durch neue Knochenbildung 

ausfüllen [299]. Liebermann et al. nutzte 1998 erstmals MSCs für die Gentherapie, indem er 

murine MCSs mit rhBMP-2 transfizierte und diese lokal in einen Knochendefekt des Femurs 

einbrachte. Innerhalb von 8 Wochen konnte eine substantielle Heilung des Knochens beo-

bachtet werden [300]. Ebenso gibt es verschiedene Ansätze MSCs für die Knorpelregenerati-

on zu nutzen. Als Beispiele sind hier die Regeneration des Knorpels der Zwischenwirbel-

scheibe und des Gelenkknorpels zu nennen [301-303]. Aber auch auf anderen Gebieten 

finden mesenchymale Stammzellen in der lokalen Implantation ihren Einsatz. So konnte im 

Rattenmodell für akute Rückenmarksverletzung gezeigt werden, dass durch die Transplanta-

tion von 5x105 MSCs direkt in das Epizentrum der Verletzung eine signifikant verbesserte 

Funkton der sensorischen und motorischen Komponenten erreicht werden konnte [304]. 

Auch in der chronischen Wundheilung konnten mesenchymale Stammzellen erfolgreich ein-

gesetzt werden. Im Mausmodell erzielten Wu et al. eine verbesserte Wundheilung, indem sie 
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MSCs aus dem Knochenmark subkutan in das Wundgebiet applizierten. Für die Wundhei-

lung sind Keratinozyten, Fibroblasten und endotheliale Zellen in einer adäquaten extrazellu-

lären Matrix notwendig. Direkt nach der Verletzung entsteht ein hypoxisches Milieu im 

Wundgebiet, was chemoattraktiv auf die genannten Zellen, inflammatorische Zellen und 

Progenitor- oder Stammzellen wirkt. Allerdings konnten keine differenzierten MSCs im 

Wundgebiet nachgewiesen werden, woraufhin Wu et al. postulierten, dass die verbesserte 

Angiogenese und Wundheilung auf parakrinen Effekten der MSCs beruhen müssen [305]. 

Dieser Nachweis gelang ihnen in einer Folgestudie [306]. 

Der Vorteil der lokalen Implantation mesenchymaler Stammzellen besteht darin, dass die 

recht großen Zellen direkt in das geschädigte Gewebe gebracht werden und nicht, wie bei der 

systemischen Applikation, im Kappilargebiet der Lunge verbleiben. Ebenso liegt die Homin-

geffizienz der MSCs für ihr Zielgewebe lediglich bei 1-2% [259]. Zusätzlich wurde in einer 

Studie von Fibbe et al. gezeigt, dass primäre MSCs aus dem Knochenmark, die effizient in 

das Knochenmark und die Milz einwanderten, diese Homingkapazität bereits nach 24-48h in 

der Zellkultur verloren [292]. 

 

5.5.2 Systemische Transplantation 

Vielversprechende therapeutische Erfolge mit mesenchymalen Stammzellen konnten bei der 

systemischen Ko-Transplantation mit hämatopoetischen Stammzellen erzielt werden. Die 

ersten Ergebnisse in der Nutzung mesenchymaler Stammzellen GVHD zu verhindern stam-

men aus dem Jahr 2002. Lee et al. berichtete von einer Patientin mit akuter Leukämie, die 

mit HLA-haploidentischen peripheren Blut-Stamm-Zellen und mesenchymalen Stammzellen 

von ihrem Vater behandelt wurde und unter Standard-Immunsuppression weder eine akute 

noch chronische GVHD entwickelte, und auch keine Anzeichen dafür 31 Monate nach der 

Transplantation zeigte [307]. Der erste dokumentierte Nachweis der Effizienz von MSCs in 

der therapeutischen Nutzung gegen die GVHD wurde vom Karolinska Transplant Centre 

2004 erbracht. Hier wurde einem 9 Jahre altem Jungen, der an einer akuten steroid-

resistenten Grad IV GVHD litt, durch Transplantation von MSCs geholfen werden [308]. In 

einer Pilotstudie zur besseren Ansiedelung hämatopoetischer Stammzellen im Knochenmark 

wurden MSCs ko-transplantiert. Die MSC-Gabe erfolgte, da es bei vorherigen Transplantati-

onen zu Spender-Misserfolgen und zur Re-Transplantation kam. Innerhalb von 100 Tagen 

konnte ein 100%iger Spenderchimerismus in den Patienten festgestellt werden [309]. Neuere 

Studien zeigen, dass die Dosis der transplantierten MSCs wichtig für die Ansiedelung der 

hämatopoetischen Zellen im Knochenmark ist. So konnten Park et al. zeigen, dass das Ho-
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ming humaner CD34-positiven Zellen im NOD/SCID-Mausmodell von der Menge der ko-

transplantierten MSCs abhängig ist. Bei alleiniger Transplantation von HSCs konnten 29% 

der Zellen nach vier Wochen im Knochenmark der Mäuse nachgewiesen werden. Wurden 

1x106 MSCs mit den HSCs ko-transplantiert, erhöhte sich der Anteil der HSC im Knochen-

mark auf 41%, bei einer Ko-Transplantation von 5x106 MSCs erhöhte sich der Anteil sogar 

auf 55% [310]. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass der Zeitpunkt der MSC-Gabe ent-

scheidend ist, um eine GVHD zu vermeiden. Polchert et al. etablierte ein Mausmodell von 

allogenen HSCT, indem sich alle MHCs von Spender und Empfänger unterschieden. Die 

mesenchymalen Stammzellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der hämatopoe-

tischen Stammzell-Transplantation vorgenommen. So ergaben die Versuche, dass lediglich 

die Gabe von MSCs 2 und 20 Tage nach der HSCT eine GVHD effektiv verminderte. Offen-

sichtlich brauchen MSCs eine adäquate inflammatorische Umgebung, um ihre immun-

suppressorischen Eigenschaften zu entwickeln. Hierbei scheint IFNgamma eine entscheiden-

de Rolle zu spielen [311]. 

In der Therapie der Osteogenesis imperfekta  konnte durch die systemische MSC-

Transplantation ebenfalls eine signifikante Verbesserung erzielt werden. Patienten mit OI 

zeigten nach einer Knochenmarkstransplantation ein Einwandern von Spender-Osteoblasten 

in den Knochen, was eine erhöhte Mineralisation und eine erhöhte Dichte des Knochens zur 

Folge hatte. Ebenso konnte eine verminderte Frequenz der Knochenfrakturen und eine ver-

besserte Heilung der Frakturen beobachtet werden [312-314]. 

 

5.5.3 Die Kombination von Stammzellen und Gentherapie 

Mesenchymale Stammzellen werden in der Gentherapie als Vehikel für den Gen-Transfer 

genutzt. Hierbei können die transfizierten Gene ein fehlendes Protein ersetzten oder wie in 

der Tumortherapie, antitumorale Stoffe codieren.  

Bei der Osteogenesis imperfekta wurden nicht nur durch die Gabe von MSCs verbesserte 

Knochenstrukturen beobachtet , sondern durch die Transfektion von MSCs mit einer domi-

nant negativen Mutante des Kollagen I therapeutische Erfolge erzielt werden [54]. Ebenso 

wurden retroviral modifizierte mesenchymale Stammzellen für die Gentherapie der Hämo-

philie A genutzt [315]. 

In der Tumortherapie bieten mesenchymale Stammzellen den Vorteil, dass sie nicht nur als 

Vehikel für toxische oder immunstimulatorische Gene oder antiangiogenetische Moleküle 

dienen, sondern auch in der Lage sind durch ihre tumor-homing Eigenschaften in das Tu-
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morgebiet einzudringen. Komarova et al. gelang es unter Nutzung adenoviraler Vektoren 

onkolytische Viren in Ovartumoren zu schleusen [316]. Studeny et al. konnten den inhibitori-

schen Effekt von IFN-beta auf malignes Zellwachstum nutzen, indem das humane IFN-beta 

Gen in einem adenoviralen Expressionsvektor geklont und in hMSCs transfiziert wurde 

[317].  

Trotz der vielversprechenden therapeutischen Ansätze, müssen auch die Vor- und Nachteile 

der Gentherapie berücksichtigt werden. Neben dem Sicherheitsrisiko, Patienten mit viraler 

DNA zu therapieren, die sich in das Genom integriert, besteht das Problem, das bei adenovi-

ralen und auch adenoassoziierten Vektoren, die transgene Expression nur für kurze Zeit auf-

recht erhalten werden kann. Bei adenoassoziierten Vektoren liegt die Expressionsdauer bei 2-

3 Monaten, während sie bei adenoviralen Vektoren nur ca. 7-10 Tage beträgt [55]. Zusätzlich 

besteht eine starke Immunabwehr gegen Adenoviren, so dass eine wiederholte Gabe von 

adenoviral transfizierten Zellen nicht möglich ist. Die Immunabwehr gegen Adenoassoziierte 

Viren ist nicht so stark, allerdings besteht hier das Problem, dass die Vektorerstellung auf-

wendig ist, eine Virushelferfunktion benötigt wird und die Transfektionsraten weit unter de-

nen des adenoviralen Systems liegen. Insgesamt erweist sich die Transfektion von Plasmid-

DNA in primäre MSCs als schwierig. Mit traditionellen Transfektionsmethoden, wie Kalzi-

um-Phosphat-Präzipitation, Lipofektion oder Elektroporation gelang eine Transkektionseffi-

zienz von weniger als 1% mit hoher Zellmortälität [56]. Es konnte gezeigt werden, dass sich 

die Transfektionsraten von AAV-Vektoren durch DNA-Synthese Inhibitoren (Hydroxyurea, 

Etopside) und UV-Licht Bestrahlung erhöhen lassen [57,58]. Kommerziell erhältlich sind die 

Systeme NucleofectionTM und die auf Vibration basierende Transfektion mit SymphonizerTM. 

NucleofectionTM (Amaxa, Biosystems), kombiniert Elektroporation und eine spezifische 

Transfektionslösung. Es konnte gezeigt werden, dass hiermit eine Transfektionseffizienz von 

80% in primären MSC möglich ist, mit einer Zellmortalität von 50%. Selbst nach drei Wo-

chen war noch eine 10%ige Genexpression nachweisbar, was auf eine transiente Incooperati-

on des Plasmids in den Zellkern vermuten lässt [59]. Die Transfektion hatte ebenfalls keine 

Auswirkung auf das Differenzierungspotential der MSC, da transfizierte und untransfizierte 

Zellen sich gleichermaßen chondrogen differenzieren ließen.  

Song und Tuan [60] konnten kürzlich nachweisen, dass eine Transfektion von MSC mit Nuc-

leofectionTM, unter Nutzung eines GFP-Plasmids mit Osteocalzin-Promotor, den Zellen einen 

osteoblastären Phänotyp verlieh, sogar unter Beibehaltung der Differenzierungskapazität. 

Diese Methode könnte somit geeignet sein effektiv funktionierende Gene in primäre MSC zu 

transfizieren, um diese dann für gentherapeutische oder regenerative Therapien zu nutzen. 
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Eine andere nicht-virale Tranfektionsmethode, die auf der Nutzung elektrischer Felder indu-

zierender molekularer Vibration, beruht (Gene SymphonizerTM (Mollennium Inc., Japan)), 

zeigte, dass eine DNA Transfektion in Zelllinien, wie murine C3H10T1/2 Zellen und primäre 

Zellen (Chondrozyten, EMS, MSC) mit hoher Effizienz (20-80%) und geringer Zellmortali-

tät, möglich ist [56]. Auch hier konnte keine Beeinträchtigung der normalen Zelldifferenzie-

rungsaktivität in hMSC nachgewiesen werden. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass nicht nur 

Zellen in vitro mit exogener DNA transfiziert werden können, sondern dass auch ein direkter 

DNA-Transfer in das Zielgewebe/-organ in vivo möglich ist. 

 

5.5.4 Tissue engineering 

Für das Tissue Engineering werden immer wieder neue Materialien, natürliche und syntheti-

sche, getestet. Diese Materialien sollen die Zellen optimal in ihrer Funktion unterstützen, 

keine zytotoxischen Eigenschaften aufweisen und eine effektive Matrix für das Zellwachs-

tum bieten. Fibrin bietet hMSC eine Oberfläche, auf der sie adhärieren können und die ihre 

Proliferationsmöglichkeiten nicht einschränkt. Zudem hat es den Vorteil, dass es degradier-

bar ist und somit keinen permanenten inflammatorischen Reiz im Gewebe darstellt [318]. 

Chitosan ermöglicht neben guten Adhärenz- und Proliferationsraten zusätzlich in vivo eine 

Anregung zur chondrogenen Differenzierung [319] und Kalzium-Metaphosphat ist für hMSC 

biokompatibel und leitet eine osteogene Differenzierung ein [320]. Neben diesen natürlichen 

Materialien werden auch synthetische in Kombination mit mesenchymalen Stammzellen un-

tersucht. Hierzu gehören das PHBHHx (poly 3-hydrocybutyrat-co-3-hydroxyhexanoat) [321] 

und das Polyurethan [322]. Die Zahl der zur Verfügung stehenden Materialien ist groß und 

sie dienen nicht nur als Matrix für die Zellen, sondern können modifiziert werden, dass sie 

als Träger für Medikamente (drug delivery) dienen [323]. Durch Koppelung der Trägermate-

rialien an einen Mikrochip ist es möglich die Freisetzung der Pharmaka zu steuern [324] oder 

bei degradierbaren Materialen die Zusammensetzung so festzulegen, dass die Degradierunsg-

zeit vorherbestimmt werden kann [325].  

Es werden immer aufwendigere Materialien hergestellt, die eine verbesserte Biokompatibili-

tät und vorteilhafte Eigenschaften und Empfindlichkeiten versprechen (smart biomaterials) 

[326]. 

Tissue engineerte mesenchymale Stammzellen werden in verschiedenen Tiermodellen ange-

wendet. Ohne fundiertes Wissen über die Funktionen und Mechanismen von MSCs in vivo 
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bleibt es allerdings fraglich, ob die erzielten positiven Effekte nicht auch durch die Vordiffe-

renzierung und lokale Gabe mesenchymaler Stammzellen möglich gewesen wäre. 

 

Insgesamt lässt sich zur Stammzelltherapie sagen, dass es noch viele offene Fragen gibt, die 

es zu klären gilt. Solange nicht die molekularen und in vivo funktionellen Mechanismen me-

senchymaler Stammzellen geklärt sind, sollte davon Abstand genommen werden die Zellen 

für therapeutische Zwecke einzusetzen. 
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6 Zusammenfassung 
 
Mesenchymale Stammzellen sind durch ihre Eigenschaften der uneingeschränkten Selbster-

neuerung und der Fähigkeit in verschiedene Zelllinien zu differenzieren, eine vielverspre-

chende Quelle für die regenerative Medizin. Es besteht ein steigendes Interesse an ihrer Iso-

lierung, Charakterisierung und ihrer Funktion in vivo. Es werden permanent neue Gewebe 

gesucht, aus denen die Isolierung mesenchymaler Stammzellen möglich ist, da sie nur in ge-

ringer Anzahl im Gewebe vorliegen und somit große Mengen an Spendergewebe benötigt 

wird, um ausreichend Zellen zu erhalten.  

Zusätzlich gibt es bestimmte pathologische Zustände, bei denen es den Speicheldrüsen nicht 

mehr möglich ist zu regenerieren. Es kann nicht mehr genügend Speichel gebildet werden 

und eine Xerostomie entwickelt sich, die die Lebensqualität der betroffenen Patienten massiv 

einschränkt.  

Ziel dieser Arbeit war es zu zeigen, dass die Speicheldrüsen eine Quelle für mesenchymale 

Stammzellen darstellen und außerdem ein klinisch leicht zugängliches Gewebe sind. Sowohl 

die Glandula parotidea, als auch die Glandula submandubularis erwiesen sich als geeignetes 

Gewebe für die Isolierung mesenchymaler Stammzellen. Das in dieser Arbeit etablierte Iso-

lierungsprotokoll ermöglichte es zuverlässig größere Mengen MSCs zu erhalten, die in ihrer 

Morphologie ein homogenes Erscheinungsbild aufwiesen. In der FACS-Analyse der Zellen 

konnten Marker mesenchymaler Stammzellen detektiert und ein Fehlen hämatopoetischer 

Marker nachgewiesen werden. Die Zellen scheinen zusätzlich ein gewebespezifisches Ex-

pressionsprofil auszuweisen. 

Die Differenzierung der Zellen in die osteogene, adipogene und chondrogene Zelllinie war 

für jede Probe möglich, wobei geringfügige Unterschiede bei den Zellen aus den unterschied-

lichen Ursprungsgeweben nachzuweisen waren.  

Die immunophänotypischen Charakteristika humaner primärer mesenchymaler Stammzellen 

aus der Glandula submandibularis konnten auch für die primären mesenchymalen Stammzel-

len aus murinem Submandibularisgewebe nachgewiesen werden. Dies waren grundlegende 

Voraussetzungen für die Etablierung eines radiogen induzierten Xerostomie-Mausmodels. 
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7 Summary 
Cell-based strategies for regeneration of salivary glands 
 
Mesenchymal stem cells are a promising cell source for biomedical applications such as tis-

sue engineering or regenerative medicine, while their specific characteristics involve an 

unlimited capacity of self-renewal and the ability to differentiate into multiple cell lineages. 

There is a continuously growing interest in the isolation, characterisation and biology of stem 

cells. In this context, the isolation of stem cells from novel sources is important as the cur-

rently defined donor tissues have specific disadvantages like large donor site morbidity as 

well as the presence of stem cells in very small amounts requiring large amounts of donor 

tissue to be harvested.  

The regeneration of salivary glands is disabled under certain pathological conditions e.g. as a 

result of radiation therapy for head and neck cancers. In this case saliva production is se-

verely impaired and xerostomia results which massively restricts the quality of life of these 

patients. 

Taking into account that salivary glands are a possible valuable and clinically applicable 

source of stem cells the aim of this study was the isolation, characterisation and differentia-

tion of stem cells from normal adult human parotid and submandubular glands.  

In this study we established a protocol that makes it possible to isolate a sufficient amount of 

mesenchymal stem cells from salivary gland tissue. The isolated cells were morphologically 

homogeneous and the fluorescence activated cell sorting-assays demonstrated mesenchymal 

stem cell marker and the absence of any hematopoetic marker at all. Additional the mesen-

chymal stem cells seem to express a tissue specific marker profile.  

Differentiation into the osteogenic, adipogenic and chondrogenic celline was always possi-

ble. 

These were the profound principles for the establishing of a mouse model for xerostomia. 
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Abb Abbildung 

aP2 FABP 

 fatty acid-binding protein 

APC antigen presenting cell 

BSA Bovines Serumalbumin 

BSP bone sialoprotein 

BM bone marrow 

CB cord blood 

CD cluster of differentiation 

C/EBP CCAAT enhancer-binding protein 

CFU-F colony-forming unit-fibroblasts 

DAPI 4’,6-Diamidin-2’-phenylindol-dihydrochlorid 

DC dendritic cell 

DMEM �luoresc’s modified eagle medium 

DMSO dimethyolsulfoxid 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dNTPs Didesoxynukleotide 

DTT Dithiothreitol 

ECC embryonic carcinoma cell 

ECM Extrazelluläre Matrix 

EDTA Ethylenedinitrilotetraacetet 

ES embryonale Stammzelle 

FACS fluorescence activated cell sorting 

FCS fetal calf serum 

FITC Fluoreszeinisothiocyanat 

FKS Fötales Kälberserum 

FSC forward scatter 

GVHD graft versus host disease 

HNSCC head and neck squamous cell carcinoma 

HRP Meerrettichperoxidase 

HSC hematopoetic stem cells 

HSCT hematopoetic stem cell transplantation 
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hTERT human telomerase reverse transcriptase gene 

IBMX 3-isobotyl-1-methylxanthine 

ICAM intercellular adhesion molecule  

ICM inner cell mass 

IFN Interferon 

IgG Immunglobulin G 

IDO Indolamin 2,3-Dioxygenase 

IL Interleukin 

Lin lineage marker 

mRNA messenger Ribonucleic Acid 

MMB micro mass body 

MMP matrix Metalloproteinase 

MSC mesenchymale Stammzelle 

NK-Zellen natural killer cells 

NSAID nicht-steroidale entzündungshemmende Stoffe 

NSB Nabelschnurblut 

NOD nonobese diabetic 

OC Osteocalzin 

OI Osteogenesis imperfekta 

Oligo dt Primer für RT-PCR 

OPN Osteopontin 

PBMC peripheral blood mononuclear cells 

PBS phosphate buffered saline 

PCI Pittsburgh Cancer Institut 

PE Phycoerythrin 

PECAM platelet endothelial cell adhesion molecule 

PLGA polylactide-glycoli acid 

pTNM postoperative TNM-Klassifikation 

rhBMP-2 recombinant human Bone Morphogenic Protein-2 

RNA Ribonukleinsäure 

RT reverse Transkription 

SCF stem cell factor 

SCFR stem cell factor receptor 

SCID severe-combined immunodeficient 
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SDF stem-cell derived factor-1 

SH2/SH3 signalübertragendes Protein 

SIBLING small integrin binding ligand n-linked glycoprotein 

SRY sex determing region Y 

SSC sideward scatter 

T75 Gewebekulturflasche 75cm 

T175 Gewebekulturflasche 175 cm 

Tab. Tabelle 

Taq Polymerase Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus 

TGF Transformierender Wachstumsfaktor 

TNF Tumor Nekrose Faktor 

TNM Tumor, Nodus, Metastase 

VCAM vascular cell adhesion molecule 1 

VEGF vascular endothelial growth factor 

wnt wingless/int 

ZNS Zentrales Nervensystem 

 
 



10 Abbildungsverzeichnis 

141 

10 Abbildungsverzeichnis 
 

Abbildung 1: Darstellung möglicher Bereiche der Tumorlokalisation im Kopf-Hals-Bereich 

Abbildung 2: Lage der großen Mundspeicheldrüsen 

Abbildung 3: Hierarchisches System der Hämatopoese. 

Abbildung 4: Modell zur Differenzierung mesenchymaler Stammzellen 

Abbildung 5: Purinmetabolismus in humanen Lymphozyten 

Abbildung 6: In vitro Modell zur Regulation der MSC-Differenzierung 

Abbildung 7: Hydrodynamische Fokussierung erzeugt einen Einzelstrom von Partikeln, in 

                     dem die Zellen durch eine Mantelflüssigkeit vereinzelt und zentriert werden, um  

                     einen Laserstrahl nacheinander zu passieren 

Abbildung 8: Schematische Darstellung von Vorwärts- und Seitwärtsstreulicht 

Abbildung 9: Schema des optischen Detektionssystems eines Durchflusszytometers 

Abbildung 10: Auswahl in der Durchflusszytometrie eingesetzter Fluorochrome 

Abbildung 11: Absorptions- und Emissionsspektren gängiger, in der Durchflusszytometrie  

                        eingesetzter Fluorochrome 

Abbildung 12: Assay für die Bestimmung der ungefähren Zellgröße von suspendierten  

                       mesenchymalen Stammzellen 

Abbildung 13: Anregungs-(Excitation) und Emissions-Wellenlängen-Spektrum von 

                       Allophycocyanin (APC) 

Abbildung 14: Primärzellkultur aus humanen Speicheldrüsen 

Abbildung 15: Humane MSCs aus der Speicheldrüse in der 3. Passage 

Abbildung 16: Durchflusszytometrische Untersuchung von isolierten Stammzellen aus der  

                        Speicheldrüse 

Abbildung 17: FACS-Analyse einer Parotisprobe in der dritten Passage mit prozentualer An 

                        gabe der positiven Zellen für den jeweils angegebenen Oberflächenmarker 

 



10 Abbildungsverzeichnis 

142 

Abbildung 18: FACS-Analyse einer Submandibularisprobe in der dritten Passage mit prozen 

                        tualer Angabe der positiven Zellen für den jeweils angegebenen Oberflä 

                       chenmarker 

Abbildung 19: Repräsentative Darstellung der Stro-1-Expression in der ersten Passage 

Abbildung 20: Repräsentative FACS-Analyse muriner MSCs aus der Submandibularis.in der  

                        dritten Passage (negative Marker) 

Abbildung 21: Repräsentative FACS-Analyse muriner MSCs aus der Submandibularis.in der  

                        dritten Passage (positive Marker) 

Abbildung 22: Kryoschnitte von humanem Parotisgewebe 

Abbildung 23: Micro mass bodies der chondrogenen Differenzierung hMSC aus der Glandu 

                        la parotidea 

Abbildung 24: MMBs der chondrogenen Differenzierung hMSC aus der Glandula 

                       Submandibularis 

Abbildung 25: Adipogene und osteogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen aus 

                       der Glandula parotidea 

Abbildung 26: Adipogene und osteogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen aus 

                       der Glandula submandibularis 

Abbildung 27: PCR-Analyse der Differenzierten Parotisproben 

Abbildung 28: PCR-Analyse der Differenzierten Submandibularisproben 

Abbildung 29: HE-Färbung einer murinen Glandula submandibularis 3 Tage nach Bestrah 

                        lung mit 12 Gy 

Abbildung 30: HE-Färbung von murinen Parotisproben 3 Tage nach Bestrahlung mit 12 Gy 

Abbildung 31: HE-Färbung von murinen Gewebeproben Tag 60 nach Bestrahlung mit 12 Gy 

Abbildung 32: HE-Färbung gesunder muriner Speicheldrüsen 

Abbildung 33: Schema von Anregung und Wirkung mesenchymaler Stammzellen im Orga 

                        nismus 

Abbildung 34: Die verschiedenen Effekte mesenchymaler Stammzellen auf Immunzellen 



11 Tabellenverzeichnis 

143 

11 Tabellenverzeichnis 
 
Tabelle 1: Prätherapeutische klinische Tumor-Klassifikation (TNM) 

Tabelle 2: Gängige Medikamente, die vor allem bei älteren Menschen eine Xerostomie aus 

                 lösen können 

Tabelle 3: Antikörper für die Immunhistochemie. 

Antikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 

Bone Sialoprotein 2 

(WVID1(9C5)-s)               

Maus-Anti-Ratte 1:20 Developmental Stud-

ies Hybridoma Bank, 

Iowa USA 

CollagenII               

(II-II6B3-s) 

Maus-Anti-Huhn 1:50 Developmental Stud-

ies Hybridoma Bank, 

Iowa USA 

CollagenX               

(X-AC-9) 

Maus-Anti-Huhn 1:50 Developmental Stud-

ies Hybridoma Bank, 

Iowa USA 

Osteopontin             

(MPIII-B10)   

Maus-Anti-Human 1:20 Developmental Stud-

ies Hybridoma Bank, 

Iowa USA 

FITC Kaninchen-Anti-

Maus 

1:200 Dako Cytomation, 

Dänemark                                                                                 

DAPI  1:1000 Roche Diagnostics  

GmbH, Mannheim,    

Deutschland  

HRP   Envision G2, DAKO 

Anti-SV-40  1:40 Calbiochem 
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Tabelle 4: Antikörper für die Duchflusszytometrie 

Antikörper Spezies Verdünnung Bezugsquelle 

CD13-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD29-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD34-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD44-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD45-FITC Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD54-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD73-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD90-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD105-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD106-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD140b-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD166-PE Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

CD271 Maus-Anti-Human  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 

Stro-1-FITC Maus-Anti-Human  R&D Systems, Abingdon, UK 

 

CD29-FITC Armenian hamster-

Anti-Maus  

 BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

CD34-PE Ratte-Anti-Maus  BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 
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CD44-PE Ratte-Anti-Maus  BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

CD45-APC Ratte-Anti-Maus  BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

CD49d-PE Ratte-Anti-Maus  BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

CD54PE Armenian hamster-

Anti-Maus 

 BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

CD73-PE Ratte-Anti-Maus  BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

CD81-PE Armenian hamster-

Anti-Maus 

 BD Biosciences, Heidelberg, 
Deutschland 

CD105-PE Ratte-Anti-Maus  R&D Systems, Abingdon, UK 

 
CD106-FITC Ratte-Anti-Maus  BD Biosciences, Heidelberg, 

Deutschland 
CD140b-FITC Ratte-Anti-Maus  eBioscience 

CD166-PE Ratte-Anti-Maus  R&D Systems, Abingdon, UK 

 
 

Tabelle 5: Primer 

Gen Forward Primer  
(5’-3’) 

Reverse Primer  
(5’-3’) 

Size 
(bp) 

Annealing Accession 
No. 

Quelle 

aP2  
GCTTTGCCACCAGGAAAGTG 

 
ATGACGCATTCCACCACCAG 

 
279 

 
60 °C/35 

 
J02874 

Rodriguez et 
al. 2004 
[231] 

PPARγ  
AAACTCTGGGAGATTCTCCT 

 
TCTTGTGAATGGAATGTCTT 

 
247 

 
56 °C/35   

 
NM_13871 

Rodriguez et 
al. 2004 
[231] 

C/EBPa  
AGAAAGGGGTGGAAACATAGG 

 
GAAAGCTGAGGGCAAAGG 

 
685 

 
58°C/35 

 
NM_004364 

Rodriguez et 
al. 2004 
[231] 

Osteopon-
tin 

 
ACTGATTTTCCCACGGACCT 

 
CATTCAACTCCTCGCTTTCC 
 

 
199 

 
58°C/35 

 
X13694 

Lee et al 
.2004 [232] 

Osteocal-
cin  

 
CTCACACTCCTCGCCCTATT 

 
CGCCTGGGTCTCTTCACTAC 
 

 
143 

 
58°C/35 

 
NM_199173 

Lee et al. 
2004 [232] 

Collagen 
II 

 
AGGCTCCCAGAACATCACCT   

 
ACAGTCTTGCCCCACTTACC 
 

 
193 

 
58°C/35 

 Kramer et al 
.2006 [233] 

Aggrecan  
GCAGAGACGCATCTAGAAATTG 

 
GGTAATTGCAGGGAACATCATT 
 

 
441 

 
58°C/35  

 Kramer et al 
.2006 [233] 

GAPDH  
CCGCATCTTCTTTTGCGTCGC 

 
GCAACTGTGAGGAGGGGAGATTCAG 

 
1110 

 
58°C/35 

 Kramer et 
al. 2006 
[233] 
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