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1. Einleitung 

Regenerative, zellbasierte Therapien werden in Zukunft immer mehr an Bedeutung 

gewinnen, da die durchschnittliche Lebenserwartung der Menschen in den 

Industrienationen ansteigt und mit höherem Lebensalter Krankheitsbilder zunehmen, 

die mittels Zelltherapie behandelt oder gar geheilt werden können [Van der Kraan 

2013, Sykova und Forostyak 2013]. Über die letzten Dekaden haben mesenchymale 

Stroma-Zellen (MSC) für regenerative Therapien immer mehr an Relevanz gewonnen 

[Caplan 2007, De Francesco et al. 2015, McGuirk et al. 2015, Lombardo et al. 2015]. 

MSC sind über vergleichsweise einfache Verfahren aus einer Vielzahl verschiedener 

Gewebe zu isolieren. Mit der Erweiterung der Möglichkeiten der Transplantation von 

Zellen rückt auch die Abstoßung als transplantationsbeeinträchtigender Prozess 

zunehmend in den Fokus [Ankrum et al. 2014]. 

Die Einstellung der Menschen in den Industrienationen gegenüber ihren Haustieren 

wie Hunden, Katzen und auch Pferden verändert sich zeitgleich dahingehend, dass 

besonders in Großstädten der Hund oder die Katze eine wichtige soziale Rolle 

bekleiden [Otterstedt 2012]. In den Großstädten der Industrienationen gibt es immer 

mehr Einpersonenhaushalte [StBA 2014] und die Zahl der „Companion Animals“ 

wächst. Tiere nehmen oft die soziale Stellung eines guten Freundes ein und werden 

als Familienmitglieder betrachtet, um die sich bestmöglich gekümmert werden muss 

[Otterstedt 2003]. Ferner gelten Tiere, im Besonderen Hunde, in einigen Kreisen als 

Prestigeobjekte und über die Wahl einer bestimmten Hunderasse definieren sich 

Besitzer nach außen. Diese Entwicklung führt dazu, dass der Tierhalter für die 

Therapie seines Schützlings humanmedizinische Standards wünscht [Seo et al. 2013, 

Yeates et al. 2013], das Tier soll die bestmögliche Behandlung erfahren. Das Pferd 

stellt nach wie vor ein Statussymbol dar, besonders Pferde die im Sport gute 

Leistungen erbringen, haben einen hohen Wert und dienen nach Ausscheiden aus 

dem aktiven Sport häufig als Zuchttiere. In absehbarer Zeit werden demgemäß auch 

Zellbasierte regenerative Therapien weiterhin Einzug in die Veterinärmedizin halten 

[Carrade und Borjesson 2013]. Ferner wird die weitere Beforschung der 

Stammzelltherapie in der Veterinärmedizin mittelfristig für neuartige Therapieansätze 

in der Humanmedizin beispielgebend sein [Muttini et al. 2012]. Die zugrundeliegenden 
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Mechanismen der Toleranz und Abstoßung sind in den Säugerspezies ähnlich, was 

eine Übertragbarkeit der Ergebnisse zwischen den Spezies bis zu einem gewissen 

Grad erlaubt. In der vorliegenden Schrift werden zugrundeliegende immunologische 

Mechanismen der Abstoßung an menschlichen mesenchymalen Stroma-Zellen und in 

Tiermodellen diskutiert, die auch in der regenerativen Veterinärmedizin von Relevanz 

sind. Die immunologischen Mechanismen, die im Organismus des Empfängers 

während der Abstoßung allogen, also als Reaktion auf von einem genetisch fremden 

Spender transplantierte Zellen, ablaufen, entsprechen mechanistisch denen nach 

Transplantation solider Organe. Die Abstoßung solider Organe wird in einer hier 

eingefügten Arbeit am Beispiel der heterotopen Herztransplantation in der Ratte 

diskutiert [Deuse et al. 2012]. Wie die Zellen transplantierter Organe werden auch 

transplantierte Einzelzellen wie zum Beispiel MSC vom Empfängerorganismus als 

fremd erkannt und unterliegen einer in der Hauptsache T-Zell vermittelten 

Abstoßungsreaktion. Die Abstoßung von Zellen, die teilweise dem genetischen Profil 

des Empfängers entsprechen wird vorliegend in einer Arbeit diskutiert, in der SCNT 

(somatic cell nucleus transfer) Zellen im Mausmodell appliziert werden und eine T-Zell-

basierte Abstoßung provozieren [Deuse et al. 2015]. Dieser Einfluss der T-Zellen in 

der Abstoßung wird in 5 der vorliegenden Arbeiten in verschiedenen Versuchen 

beleuchtet. 

Da in der klinischen Anwendung ein zellbasierter Therapieansatz mit 

abstoßungsassoziierten Nebenwirkungen, sowie einer abstoßungsbedingten 

Funktionsminderung der transplantierten Zellen einhergehen kann, kommt vielfach 

eine Fremdspende von MSC für eine Therapie nicht in Betracht. Es wird für die 

Therapie auf eigene, autologe Zellen des zu behandelnden Patienten zurückgegriffen, 

die aus verschiedenen Kompartimenten des Körpers gewonnen werden können. Mit 

dem Wissen über die biologischen Eigenschaften dieser Zellen, wie Proliferationsrate, 

Migrationsfähigkeit und dem angiogenetischen Potential, die in den Vorliegenden 

Arbeiten als biologische Parameter betrachtet wurden, kann der Therapieansatz 

entsprechend angepasst und eine Prognose für den Heilungserfolg gestellt werden. 

Aus dem Knochenmark gewonnene Stammzellen wurden schon vor mehr als 50 

Jahren in regenerativen Therapien angewendet [Mathe et al. 1959]. MSC wurden in 

der letzten Dekade als vielversprechende Zellpopulation für Gewebereparation und 
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regenerative Therapien identifiziert [Caplan 2007]. Auch in der Veterinärmedizin 

erhalten MSC als therapierelevante Zellpopulation Einzug. Es handelt sich bei MSC 

um multipotente Zellen. Da die Differenzierungsmöglichkeiten multipotenter Zellen 

sehr begrenzt sind, besteht hier, anders als nach der Transplantation von pluripotenten 

embryonalen Stammzellen (ESC), keine Gefahr der Tumorbildung durch Entartung der 

transplantierten MSC. Ein signifikantes Tumorrisiko besteht bei Transplantation von 

Zellen die pluripotent sind, sich rasch teilen und für das Immunsystem des Empfängers 

nicht, oder nur begrenzt detektierbar sind. Pluripotente Zellen sind definiert als Zellen, 

die sich unendlich teilen können, also selbsterneuernd sind, sie müssen pluripotente 

Stammzell-Marker aufweisen und in Zellen aller drei Keimblätter differenzieren können 

[Daley et al. 2009]. Die in vivo Entstehung von spezifischen benignen Tumoren, 

sogenannten Teratomen, nach Applikation in ein Versuchstier ist ein Parameter, 

welcher zur Charakterisierung von ESC herangezogen wird. Hierdurch soll ihre 

Pluripotenz nachgewiesen werden. Nach der Applikation von pluripotenten Zellen am 

Patienten kann demzufolge ein benigner Tumor in Form eines Teratoms auftreten, ein 

Teratom ist eine tumoröse Entartung, die Zellen aller drei Keimblätter beinhaltet [Tröbs 

et al. 2008]. Trotz seiner Benignität stellt ein solcher Tumor eine Gefahr für den 

Patienten dar, da er umliegendes Gewebe verdrängt und vom Empfänger über das 

Blut versorgt werden muss. Ferner ist eine Entwicklung von hormonell aktiven Zellen 

innerhalb eines Teratoms denkbar, die hier produzierten Hormone könnten in der 

Folge im Patienten zu schweren endokrinologischen Störungen führen. Das nicht 

bestehende Tumorrisiko bei gleichzeitiger Ausübung positiver parakriner Effekte durch 

MSC macht diese Zellgruppe demgemäß besonders interessant für zellbasierte 

Therapien. 

Um einer Abstoßung der applizierten Zellen vorzubeugen werden zur heutigen Zeit 

mehrere Ansätze verfolgt, in denen versucht wird empfängereigene Zellpopulationen 

für eine Transplantation zu generieren. Im Jahr 2012 hat der Japanische Arzt und 

Stammzellforscher Herr Prof. Shin’ya Yamanaka den Nobelpreis für die Entwicklung 

einer neuen Zellpopulation, den iPS (induced pluripotent stem cells, induzierte 

pluripotente Stammzellen) erhalten. Bei iPS handelt es sich um pluripotente Zellen, die 

in ihren Eigenschaften vergleichbar mit embryonalen Stammzellen sind. IPS entstehen 

in vitro durch eine forcierte Rückentwicklung aus adulten Zellen. Ziel der Generierung 

von iPS ist die Entwicklung von sich schnell teilenden, pluripotenten Zellen von 
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Individuen, diese können dann entweder für Therapiezwecke differenziert werden oder 

in vitro für verschiedene Untersuchungen und die Forschung und Entwicklung von 

Medikamenten genutzt werden [Nakagawa et al. 2008]. 

Eine weitere Zellpopulation, welche genetisch dem Spender entspricht und pluripotent 

ist, sind die SCNT Zellen. In der SCNT-Technik ist ein Ziel die Verhinderung erblicher 

mitochondrialer Aberrationen, indem der Zellkern einer somatischen Zelle in eine 

fremde Oozyte, aus der der Nukleus zuvor entfernt wurde, verbracht wird. Hierdurch 

liegt nun eine komplette Zelle mit dem caryontischen Erbgut der Eltern vor, in der 

jedoch die Mitochondrien von einem gesunden Spender stammen [Reinhardt et al. 

2013, Tachibana et al. 2013]. 

In ihrer Eigenschaft als multipotente Zellen können MSC ausschließlich entlang ihres 

eigenen Keimblattes, dem Mesoderm, in verschiedene Gewebe differenzieren, die aus 

demselben Keimblatt hervorgehen. Die Differenzierung in Adipozyten, Chondrozyten 

und Osteozyten ist für dieses Keimblatt beispielgebend und wird für die 

Charakterisierung von MSC herangezogen [Da Silva Meirelles et al. 2008, Caplan 

2008, Stein und Lian 1993, Kasperk et al. 1995]. Die gezielte in vitro Differenzierung 

wurde auch in den hier diskutierten Arbeiten über MSC für die Charakterisierung 

durchgeführt. 

Die Anwendung von MSC wurde bereits in der Veterinärmedizin für verschiedene 

Krankheitsbilder als therapeutischer Ansatz genutzt [Schnabel et al. 2013, Quimby und 

Dow 2015, Marx et al. 2015]. Es besteht eine Vielzahl an Indikationen für regenerative 

zellbasierte Therapien in der Pferdeklinik, hierbei stehen besonders Verletzungen und 

Traumata des Bewegungsapparates im Fokus. Es wird beispielsweise versucht die 

Knochenheilung nach Frakturen zu unterstützen [Carvalho et al. 2013, De Schauwer 

et al. 2013, Wang et al. 2013], Bänder und Sehnen zu festigen [Smith et al. 2013], 

Gelenkknorpel zu regenerieren [Bekkers et al. 2013] und eine Muskelheilung ohne 

Vernarbung herbeizuführen [Sassoli et al. 2012]. Gerade in der Pferdeklinik, in der 

Schädigungen des Bewegungsapparates als besonders gravierendes medizinisches 

Problem anzusehen sind und die Diagnose derartiger Verletzungen häufig in Faust ist, 

können MSC-basierte Therapien vielfach eine letzte therapeutische Alternative 

darstellen. 
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Bisher zeigten MSC in der Humanmedizin signifikante Wirksamkeit als 

Immunmodulatoren in der Graft-versus-Host-Disease (GvHD) [Le Blanc et al. 2004, Le 

Blanc et al. 2004], bei der Verlängerung des Überlebens von transplantierten Organen 

[Crop et al. 2011, Dahlke et al. 2009], sowie als Modulatoren bei 

Autoimmunerkrankungen [Urban et al. 2008]. Ferner wurden MSC zur Linderung 

verschiedener Herz- und Gefäßveränderungen, wie dem ischämischen Schaden des 

Herzmuskels nach Herzinfarkt [Mathieu et al. 2012, Lilyanna et al. 2013, Huang et al. 

2013, Miettinen et al. 2012, Vela et al. 2009] und peripheren Venenerkrankungen [Lau 

et al. 2011, Weinberg et al. 2011, Katare et al. 2013, Gupta et al. 2013, Kim et al. 2006] 

eingesetzt. Besonders ein Einsatz nach einem Myokardinfarkt zur Unterstützung der 

Geweberegeneration stellt nach bisherigen Erkenntnissen eine vielversprechende 

Therapieoption in der Humanmedizin dar [Xia et al. 2014, Thakker und Yang 2014, 

Chou et al. 2014]. Mittels einer gezielten genetischen Veränderung von MSC, hin zu 

einer Zelle, die vom Empfängerimmunsystem nicht als fremd erkannt wird, versuchen 

einige Wissenschaftler eine Zellpopulation zu kreieren, die für jeden Empfänger 

passend ist. Hierzu werden beispielsweise Major Histocompartibility (MHC)-Moleküle 

herunterreguliert [Bari et al. 2015] oder Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) und andere 

Zytokine überexprimiert. Darüberhinaus finden ähnlich wie in der Veterinärmedizin, 

MSC in der Humanmedizin in der Therapie von Verletzungen des 

Bewegungsapparates ebenfalls Anwendung [Sassoli et al. 2014, Qin et al. 2014]. 

Eine große Stärke der MSC besteht in ihrer Fähigkeit sich für die Immunzellen des 

Empfängers zu einem gewissen Maße unsichtbar zu machen [Zimmermann und 

McDevitt 2013], dies wird in den vorliegenden Arbeiten zu MSC in Form der Messung 

tolerogener Eigenschaften der untersuchten Zellen gezeigt. Darüber hinaus besitzen 

MSC Mechanismen das Empfängerimmunsystem lokal zu unterdrücken, dies zeigt in 

den vorliegenden Arbeiten eindrucksvoll das IDO, welches von den MSC unter 

Einwirkung von Interferon γ (IFNγ) sezerniert wird. Weiterhin schütten MSC Zytokine 

aus, die regenerative Prozesse im Patienten unterstützen [Kim et al. 2013, Saether et 

al. 2013]. 

Nach bisherigen Erkenntnissen findet die Modulation der Immunantwort durch MSC 

mechanistisch im Wesentlichen durch die Inhibierung der Aktivierung, Proliferation 

sowie Funktion der T-Zellen statt [Rasmusson et al. 2005, Rasmusson et al. 2003, 
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Kampera et al. 2003]. In dem Prozess der Abstoßung applizierter allogener Zellen und 

transplantierter solider Organe spielen besonders die T-Zellen eine zentrale Rolle 

[Mehrotra et al. 2014, Emerson et al. 2014]. Die Involvierung der T-Zellen wird in den 

Vorliegenden, hier zusammengefassten Arbeiten unter Anderem durch die Messung 

der Ausschüttung der Zytokine IFNγ (TH1 Antwort) und IL-4 (Interleukin 4, TH2 Antwort) 

im Enzyme-Linked Immunosorbent Spot (ELISPOT) Assay visualisiert. Ferner 

inhibieren MSC die Proliferation der Natürlichen Killer (NK) Zellen sowie deren 

Zytotoxizität [Sotiropoulou et al. 2006, Pradier et al. 2011] und die Proliferation und 

Differenzierung von B-Zellen [Asari et al. 2009]. Darüber hinaus können MSC eine 

Vielzahl von immunsuppressiven Mechanismen in Gang setzen, die die Bildung 

regulatorischer T-Zellen induzieren [English et al. 2009] und Dendritische Zellen in 

Richtung eines tolerogenen Phänotyps dirigieren [Wang et al. 2008]. Es wurde 

weiterhin ein durch MSC ausgelöster Veto-Effekt auf T-Zellen beschrieben, der in einer 

Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) in vitro nachgewiesen werden kann [Potian et al. 

2003, Deuse et al. 2010]. Bei dem beschriebenen Veto-Effekt handelt es sich um einen 

Mechanismus, in dem unter dem Einfluss von IFNγ zunächst die Ausprägung 

immunogener Oberflächenmoleküle, besonders des Humanen Leukozyten Antigens 

ABC (HLA-ABC; HLA I; Major Histocompatibility Complex I; MHC I) und des 

assoziierten β2-Mikroglobulins, ansteigt, um bei einer weiteren Verschärfung des 

inflammatorischen Milieus unter fortlaufendem Anstieg von IFNγ wieder abzufallen. In 

einer hier eingeflossenen Arbeit wird der Veto-Effekt von MSC mit Hilfe der 

Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) Analyse zur Bestimmung der 

Oberflächenantigene auf den MSC vergleichend dargestellt [Deuse et al. 2010]. 

Gleichzeitig findet unter dem weiteren Anstieg des IFNγ-Milieus eine steigende 

Ausprägung von tolerogenen Oberflächenmolekülen wie HLA-E und HLA-G statt, was 

dazu führt, dass der Selbstschutz der MSC in einem entzündlichen Milieu weiter 

ansteigt. Ein ähnlicher Anstieg von IDO als tolerogen auf T-Zellen wirkendes Agens 

konnte unter Anhebung von IFNγ ebenfalls in einer der hier eingebundenen Arbeiten 

beobachtet werden [Deuse et al. 2010]. 

Die Anwendbarkeit von allogenen MSC-Therapien für die Gewebe- oder 

Organregeneration beruht auf dem Konzept, dass MSC eine Immunantwort im Sinne 

einer Abstoßung aktiv unterdrücken oder diese sogar verhindern [Griffin et al. 2010]. 

Der Erfolg allogener Zelltherapien stützt sich auf ein verbessertes Verständnis der 
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Parameter in den MSC - Immunsystem Interaktionen in vivo im Patienten [Griffin et al. 

2010, Griffin et al. 2013].  

Mit iPS und SCNT gelingt der Wissenschaft der Versuch einen Kompromiss für die 

syngene Anwendung adulter Zellen zu schaffen. Die SCNT-Technik ist nur bei 

somatischen Zellen möglich, und somit nicht praktikabel bei MSC. Die eingebundene 

Studie, in der SCNT Zellen im Mausmodell transplantiert werden, dient in der 

vorliegenden Schrift im Wesentlichen zum Proof of Principle der Abstoßung [Deuse et 

al. 2015]. Hier wird gezeigt, dass die mitochondriale Desoxyribonukleinsäure (DNA) 

ebenfalls eine Abstoßungsreaktion hervorruft, wenn diese dem Empfänger fremd ist. 

Für allogene Anwendungen und für die Verwahrung autologer MSC in einer Zellbank 

steht die Ermittlung der am besten für eine Therapie geeigneten MSC-Quelle somit im 

Fokus. Die hier zusammengefassten Arbeiten befassen sich vergleichend mit der 

Ermittlung der für eine Transplantation relevanten Parameter von MSC verschiedener 

Genese [Deuse et al. 2010, Stubbendorff et al. 2013, Stubbendorff et al. 2015]. Bis 

heute konzentriert sich die Forschung der MSC zumeist auf aus dem Knochenmark 

isolierte Zellen (Bone Marrow MSC; BM-MSC), welche jedoch nicht zwingend als 

ideale Zellpopulation für Zellbasierte Therapien anzusehen sind. Die Qualität der BM-

MSC kann sich mit steigendem Alter und zunehmender Morbidität des Spenders 

verringern, ferner nimmt die Anzahl der MSC im Knochenmark mit steigendem 

Spenderalter ab und ihr regeneratives Potential sinkt signifikant [Rao und Mattson 

2001, Ayala-Lugo et al. 2011]. Als alternative Quellen für MSC im adulten Individuum 

gelten Fettgewebe [Jin et al. 2013, Park et al. 2013, Ong und Sugii 2013], periphäres 

Blut [Trivanović et al. 2013, Lyahyai et al. 2012], adenoides Gewebe [Lee et al. 2013], 

Mukosa und Gingiva [Zhang et al. 2012], sowie Leber und Milz [Beltrami et al. 2007, 

Hegyi et al. 2010]. 

In den letzten Jahren wurden zunehmend verschiedene Quellen für die Gewinnung 

von MSC aus schwangerschaftsassoziierten Geweben beforscht. MSC wurden in 

großer Anzahl aus verschiedenen extraembryonalen Geweben wie Plazenta [Barlow 

et al. 2008], Nabelschnur-Gewebe [Kita et al. 2010, Deuse et al. 2010], Nabelschnur-

Blut [Bieback et al. 2004] und Wharton´s Jelly [Wang et al. 2004] generiert, um nur 

einige zu nennen. Durch das junge chronologische Alter dieser Zellen zum Zeitpunkt 

der Gewinnung zeigen sie eine sehr geringe Inzidenz von Mutationen, ferner ist ihre 
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Gewinnung nicht-invasiv und sicher für Mutter und Kind [Bieback und Brinkmann 

2010]. Eine nur schwach ausgeprägte Immunogenität der MSC aus 

schwangerschaftsassoziierten Geweben wird zudem postuliert, was in einer der 

vorliegenden Arbeiten genauere Betrachtung findet [Stubbendorff et al. 2013]. Die 

postulierte schwache Immunogenität überrascht nicht, da eine Abstoßung des Fetus 

und der schwangerschaftsassoziierten Gewebe nachteilig für das Fortbestehen 

sämtlicher Säugetierspezies wäre. Die genetischen Informationen der Zellen des 

Fetus stammen von Vater und Mutter, verschiedene Mechanismen verhindern die 

Abstoßung des Kindes durch die Mutter. Eine tragende Rolle in der Verhinderung der 

Abstoßung spielen auch Gewebe, die die Frucht umgeben, wie beispielsweise die 

Eihäute. 

Die vorliegende Habilitationsschrift umfasst eine zusammenfassende Darstellung von 

Studien zur Charakterisierung des immunologischen, immunmodulatorischen und 

zellbiologischen Potentials von MSC verschiedener Genese, um eine Eignung für 

regenerative Therapien einschätzen zu können. Hierbei wurde besonders die 

Immunogenität und die immunmodulatorische Kapazität der MSC betrachtet, diese 

Parameter erlauben es, eine Prognose hinsichtlich der immunologischen 

Abstoßungsreaktion im Empfänger in ihrer Intensität im direkten Vergleich der 

Zellpopulationen zu stellen. Weiterhin wurden zellbiologische Parameter wie die 

Proliferation, Migration, Adhäsion und Angiogenese zur Beurteilung der MSC für 

Transplantationszwecke herangezogen. Ziel der vergleichenden Betrachtung von 

MSC verschiedener Genese war die Ermittlung der am besten für den Einsatz in 

regenerativen Therapien geeigneten Zellpopulation. Die MSC Population, welche am 

wenigsten immunogen, am stärksten immunmodulatorisch aktiv und am besten in 

ihren zellbiologischen Eigenschaften ist, könnte in der Zukunft genetisch moduliert 

werden, um ihre positiven Eigenschaften noch weiter zu verstärken. Ferner ist es unter 

Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse möglich, eine Einschätzung zu treffen, ob 

sich das Knochenmark als adultes Gewebe für eine autologe Spende von MSC im 

Kontext einer regenerativen Therapie eignet. 

Für eine Komplettierung des Vergleiches der Abstoßung in der vorliegenden Schrift 

wird in einer weiteren Studie die Abstoßung von SCNT betrachtet, wobei jeweils 

komplett syngen transplantierte Zellen, Zellen mit syngenem Kern und allogenen 
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Mitochondrien, Zellen mit allogenem Kern und syngenen Mitochondrien und allogene 

murine Zellen auf die durch sie ausgelöste Abstoßungsreaktion hin untersucht wurden 

[Deuse et al. 2015]. SCNT sind pluripotent und daher nicht für regenerative Therapien 

einsetzbar, an den hier beschriebenen Versuchen lässt sich jedoch eindrucksvoll die 

Kaskade der Intensität der Abstzoßung darstellen. 

Da die Mechanismen der Abstoßung von applizierten Zellen, die der T-Zell-vermittelten 

Abstoßung in besonderem Maße, denen der Abstoßung nach Transplantation solider 

Organe gleichen, wird hier zusätzlich die Abstoßung von heterotop transplantierten 

Herzen in der Ratte als Vergleichsmodell beschrieben. Die Abstoßung eines 

transplantierten Herzen führt bei unzureichender immunsuppression zu einer sehr 

starken, im Hauptteil T-Zell-vermittelten Reaktion. Die T-Zellen gelangen über den 

Blutweg in den Herzmuskel und infiltrieren diesen. Da das Herz als ein Organ mit 

hohem Sauerstoffbedarf von einer großen Anzahl an Blutgefäßen und fein verästelten 

Kapillaren durchzogen wird, kommen hier Oberflächenantigene der Zellen des 

Spenderorgans direkt mit den Empfängerimmunzellen in Kontakt. 

Mit der Abstoßung solider Organe, wie hier exemplarisch dem Herzen, gehen starke 

Veränderungen im Gefäßsystem des Transplantates einher. Im Inneren der 

Blutgefäße besteht ein direkter Kontakt zu den im Blut befindlichen Akteuren der 

Abstoßung. So ist als ein Effekt der Abstoßung die Transplantat-Vaskulopathie (TVP) 

vielfach beschrieben [Hollis et al. 2015, Coutance et al. 2015] und findet in der 

vorliegenden Schrift in einem Modell der Aortentransplantation der Ratte besondere 

Erwähnung [Stubbendorff et al. 2010]. 
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2.  Fragestellung und Konzeption 

In den vorliegend zusammengefassten Arbeiten sollen die von Spenderzellen und 

Spendergeweben ausgelösten Mechanismen, die zu einer Erkennung und Abstoßung 

durch das Empfängerimmunsystem nach einer Transplantation von MSC oder soliden 

Organen führen, beschrieben werden. 

Mittels verschiedener Methoden wurden für die zugrundeliegenden Arbeiten MSC aus 

primären Geweben isoliert, anhand von Morphologie, Adhärenz zu Plastik, 

Identifikation eines Sets von für MSC relevanten Oberflächenantigenen mittels 

Durchfluss Zytometrie und Differenzierungsfähigkeit wurde nachgewiesen, dass es 

sich bei den vorliegenden, in den Studien verwendeten Zellen um MSC nach den 

Richtlinien der International Society for Cellular Therapy [Dominici et al. 2006] handelt. 

Anhand von verschiedenen in vitro und in vivo Methoden konnten im Folgenden 

Erkenntnisse über die Immunogenität, immunmodulatorische Fähigkeiten und 

Abstoßung der MSC nach Transplantation gewonnen werden.  

Die Ergebnisse, die im Rahmen der hier vorgestellten Studien generiert wurden, 

ermöglichen eine Aussage hinsichtlich der Eignung von MSC verschiedener Genese 

für die allogene Transplantation und damit für zellbasierte Therapien. Auch eine 

Prognose für autologe MSC Spenden kann durch die Ergebnisse der Untersuchung 

zellbiologischer Parameter in den vorliegenden Arbeiten getroffen werden. Ferner wird 

hier die Abstoßung von Zellen betrachtet, die nur zu einem Teil fremden Ursprungs 

sind, um zu demonstrieren, dass auch hier eine im Wesentlichen T-Zell getriebene 

Abstoßung stattfindet. Abschließend werden einige Mechanismen der Abstoßung 

transplantierter Zellen denen transplantierter solider Organe am Beispiel der 

heterotopen Herztransplantation in der Ratte gegenübergestellt. Um diese 

Abstoßungsreaktion in ihrer mechanistischen Entstehung noch genauer zu betrachten, 

wird ein Aspekt der Abstoßung solider Organe, die Transplantat-Vaskulopathie im 

Folgenden noch an einem Tiermodell vorgestellt.   

Es wurden in den hier integrierten Publikationen folgende Problemstellungen 

bearbeitet: 

• Isolierung von MSC aus primären Geweben 

• Identifizierung und Charakterisierung von mesenchymalen Stroma-Zellen 
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• Erzeugung und Nutzung von SCNT 

• Mitochondrienfärbung 

• SCNT Zellkultur 

• ES Zellkultur 

• Proliferation und Migration 

• Adhäsionsmoleküle als biologische Parameter für Extravasationskapazität  

• Angiogenese 

• IFNγ- und TNFα-Stimulierung zur Nachahmung eines entzündlichen Milieus 

• Immunogenität, immunologisch relevante Oberflächenantigene 

• Immunmodulatorische Fähigkeiten, tolerogene Oberflächenmoleküle und 

Zytokine 

• Biolumineszenz Bildgebung 

• Herstellung Luziferase exprimierender MSC 

• Longitudinales Zellüberleben in der Maus in der Bioluminiszenz Bildgebung 

• Zelluläre Immunantwort 

• Humorale Immunantwort 

• Heterotope Herztransplantation 

• Aortentransplantation 
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3. Wissenschaftlicher Hintergrund 

3.1 Isolierung von MSC aus primären Geweben 

MSC liegen in verschiedenen Geweben in unterschiedlicher Zahl vor. Ziel ist es, eine 

Isolierung möglichst purer MSC-Populationen zu erreichen. Es existiert eine Vielzahl 

unterschiedlicher Protokolle zur Isolierung von MSC aus primären Geweben 

[Schrepfer et al. 2007]. Die Protokolle, in denen MSC aus Blut (z.B.: Nabelschnurblut) 

[Bieback et al. 2004] oder Knochenmark [Ramakrishnan et al. 2013] isoliert werden, 

beinhalten zumeist einen Schritt in welchem rote Blutzellen entweder mittels 

Lysepuffer zerstört oder via Dichtegradientenzentrifugation abgetrennt werden, worauf 

ein Ausplattieren in Kulturflaschen folgt. Die weißen Blutzellen und deren 

Progenitorzellen werden nach und nach in Waschschritten und bei der Passagierung 

aus den MSC Kulturen entfernt. Bei der Isolierung von MSC aus zusammenhängenden 

Geweben wie beispielsweise Nabelschnurgewebe [Kita et al. 2010], Whartons Jelly 

[Batsali et al. 2013] oder Plazenta [Timmins et al. 2012, Ilic et al. 2011, Brooke et al. 

2009], findet zunächst eine mechanische Zerkleinerung des betreffenden Gewebes 

statt, der ein enzymatischer Verdauungsschritt zur Vereinzelung der Zellen folgt. 

Hiernach werden die Zellen in Kultur gebracht und passagiert. Beschädigte oder tote 

Zellen werden so sukzessive durch Mediumwechsel und bei der Passagierung aus der 

Zellkultur entfernt. 

3.1.1 Isolierung von MSC aus Knochenmark für eigene Studien 

Für die Isolierung von Knochenmark von älteren, multimorbiden Patienten wurde nach 

einer Sternotomie im Zusammenhang mit einer Bypass-Operation austretendes 

Knochenmark steril mit einer 10ml Spritze, in der 1ml Kochsalzlösung mit 250 IE 

Heparin vorgelegt waren, aspiriert. Die Entnahme von austretendem Knochenmark 

und damit auch Zellen zu Studienzwecken im Rahmen der Operation wurde im Vorfeld 

durch die Patienten genehmigt und im Aufklärungsgespräch zur Operation 

gegengezeichnet. Das auf diese Weise gewonnene Knochenmark wurde zur 

Entfernung der roten Blutkörperchen mit Lysepuffer behandelt. In einem nächsten 

Schritt wurde die verbleibende Zellfraktion in Medium aufgenommen und in eine mit 

Gelatine beschichtete Kulturflasche verbracht. Ein Mediumwechsel wurde nach 24h 

vollzogen, hiernach wurde das Medium alle 48h gewechselt. Durch den 
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Mediumwechsel und durch das Passagieren der Zellkultur kam es zu einer 

mechanischen Entfernung der periphären Blut mononukleären Zellen (PBMC), welche 

nicht adhärent an Plastik wachsen. Nach etwa zwei Wochen waren erste Kolonien 

spindelförmiger, an Plastik adhärent wachsender Zellen von MSC typischer 

Morphologie unter dem Mikroskop erkennbar.  

Die Isolierung von MSC aus dem Knochenmark eines gesunden sechs Monate alten 

Säuglings wurde durch die Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. C. Lange vorgenommen 

[Lange et al. 2007]. Die Zellen wurden für die Verwendung in der vorliegenden Studie 

direkt aus der Lagerung in Flüssigstickstoff übernommen, aufgetaut und in Kultur 

gebracht. 

3.1.2 Isolierung von MSC aus Nabelschnurgewebe 

MSC aus Nabelschnurgewebe wurden durch Kollaboratoren vom National Institute of 

Stem Cell Technology in Singapur unter der Gruppenleitung von Herrn Prof. Dr. Phan  

isoliert [Kita et al. 2010]. Für die MSC-Gewinnung wurden Nabelschnüre von 

ausgetragenen, voll entwickelten, gesunden Föten im Rahmen der Geburt mit dem 

Einverständnis der Eltern gewonnen. Es folgte die Reinigung der Nabelschnüre von 

Blut, die Entfernung der Blutgefäße sowie des Wharton´s Jellys. Das verbleibende 

Gewebe wurde zunächst mechanisch zerkleinert, über ein Verdauungsverfahren auf 

Enzymbasis wurden hiernach die Zellen vereinzelt. Die Zellen wurden in 

Kulturflaschen verbracht und mit Medium versorgt. In der Folge wurden die 

gewonnenen Zellen regelmäßig passagiert und so weiter aufgereinigt. Die Zellen 

wurden ausplattiert in Kulturflaschen bei 4°C oder in gefrorenem Zustand auf 

Trockeneis im Rahmen einer Kollaboration nach Hamburg versendet. Vor Ort wurden 

die Zellen entweder direkt in den Inkubator verbracht und in Kultur gehalten, oder 

aufgetaut und in Kultur gebracht. 

3.1.3 Isolierung von MSC aus Nabelschnurblut 

Die Isolierung von MSC aus Nabelschnurblut erfolgte durch die Mitarbeiter der 

Arbeitsgruppe von Frau PD Dr. K. Bieback [Bieback et al. 2004]. Die Zellen wurden 

ausplattiert in Kulturflaschen übergeben. Sie wurden in den Inkubator verbracht und 

ein regelmäßiger Mediumwechsel wurde vorgenommen, durch Passagieren wurden 

diese dann expandiert. 
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3.1.4 Isolierung von MSC aus der Plazenta 

Die Isolierung von MSC aus der Plazenta wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 

K. Atkinson im Mater Medical Research Institut in Australien vorgenommen [Timmins 

et al. 2012, Ilic et al. 2011, Brooke et al. 2009]. Die Zellen wurden in gefrorenem 

Zustand auf Trockeneis zu uns gesendet und im hiesigen Labor aufgetaut und in Kultur 

genommen. 

3.1.5 Wharton`s Jelly MSC 

Die Wharton`s Jelly MSC wurden von der Firma Lonza käuflich erworben. Die Zellen 

wurden in Kryomedium in gefrorenem Zustand auf Trockeneis geliefert und nach den 

Angaben der Firma Lonza aufgetaut und in Kultur gebracht. 

3.1.6 MSC Zellkultur 

Alle MSC wurden unter der Nutzung eines Basismediums wie z.B. DMEM (Dulbecco´s 

Modified Eagle Medium) unter Zugabe von 10% fötalem Kälberserum (FCS) und 1% 

Penicillin/Streptomycin in einem Inkubator bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Ein 

kompletter Mediumwechsel wurde alle zwei Tage vorgenommen. 

3.2 Verwendete pluripotente Zellen 

Embryonale Stammzellen (ESC) liegen in der frühen Embryonalentwicklung innerhalb 

der Blastocyste in Form einer inneren Zellmasse vor. Diese Zellen sind pluripotent und 

können zu Zellen aller drei Keimblätter ausdifferenzieren. Für die Gewinnung von ESC 

werden Zellen aus der inneren Zellmasse der Blastozyste entnommen und kultiviert. 

Für die Erzeugung von ESC in denen sich die DNA des Zellkerns von der DNA der 

Mitochondrien unterscheidet, wird der Kern einer Eizelle entnommen und durch den 

Kern einer somatischen Zelle ersetzt [Noggle et al. 2001]. Eine somatische Zelle ist 

dadurch charakterisiert, dass im Unterschied zu Zellen aus der Keimbahn keine 

Gameten, also geschlechtsbestimmende Zellen hervorgehen können. Der so erzeugte 

Oozyt mit neuem Zellkern wird zur Blastozyste herangereift, aus der nun ESC 

gewonnen werden können. Bei diesen Zellen handelt es sich um somatic cell nucleus 

transfer (SCNT) Zellen. 
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3.2.1 SCNT Zellen 

Die Mäuse SCNT-Zellen wurden durch die Mitarbeiter von Herrn Prof. R. Jaenisch 

erzeugt [Markoulaki et al. 2008] und für die hier integrierte Arbeit zur Verfügung 

gestellt. Aus Oozyten superovulierter BDF1 (C57Bl/6J x DBA (Dark brown agouti) F1 

Generation Hybridmaus) oder von superovulierten BALB/C Mäusen wurde in der 

Metaphase II der Zellkern entfernt. Zellkerne von BALB/C Mäusezellen wurden in die 

enukleierten Oozyten transferiert um NT-ESC beziehungsweise isoESC zu erzeugen 

[Eggan et al.]. Hier konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass allogene 

Mitochondrien in NT-ESC (nucleus transfer – embryonic stem cells), welche mit dem 

Empfänger nukleusidentisch sind, eine allogene adaptive Immunantwort hervorrufen. 

Diese Immunantwort richtet sich gegen die Mitochondrien und ist im Sinne einer 

Abstoßung zu sehen. In der integrierten Arbeit wurden die Zellen als NT-ESC 

bezeichnet, dies soll verdeutlichen, dass ein fremder Kern in den Zellen vorliegt. 

3.2.2 Embryonale Stammzellen; isoESC 

Die in der Studie als Pendant zu der Abstoßung von teilweise dem Empfänger fremden 

Zellen als Vergleichszellen genutzen ES Zellen von der Maus wurden ebenfalls in der 

Arbeitsgruppe von Herrn Prof. R. Jaenisch im SCNT Verfahren wie oben beschrieben 

erzeugt. Hier wurden jedoch isoESC produziert, indem die Eizelle und die somatische 

Zelle aus der der Kern gewonnen wurde von dem gleichen Inzucht-Mausstamm, der 

BALB/C Maus, stammen. Mit der Verwendung von isoESC, wurde sichergestellt, dass 

das Verfahren des SCNT keinen Einfluss auf die ausgelöste Abstoßungsreaktion im 

Experiment hat. Die isoESC wurden unserem Labor von der Arbeitsgruppe des Herrn 

Prof. Jaenisch für die Anfertigung der hier angeführten Arbeit [Deuse et al. 2015] zur 

Verfügung gestellt.  

3.3 Identifizierung und Charakterisierung von mesenchymalen Stroma-Zellen 

In Cytotherapy wurde 2006 eine Publikation über die Minimalkriterien zur Definition 

von MSC veröffentlicht [Dominici et al. 2006]. Hier wird von der International Society 

for Cellular Therapy (ISCT) vorgegeben, dass MSC unter standardisierten 

Kulturbedingungen adhärent an Plastik sein müssen und eine Spindelform aufweisen 

sollen. Auf der Zelloberfläche sollen sie Cluster of Differentiation (CD) 105, CD73, 
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CD44 und CD90 exprimieren, nicht aber CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79α oder 

CD19 und HLA-DR Moleküle aufweisen. Als weiteres Kriterium gilt die 

Differenzierungsfähigkeit zu Osteoblasten, Adipozyten und Chondrozyten in vitro. 

Diese Minimalkriterien dienen der Identifikation von Zellen des mesenchymalen 

stromalen Typs und der besseren Vergleichbarkeit generierter Daten zwischen 

verschiedenen Laboren weltweit. 

3.3.1 Morphologie 

Die Zellen, mit denen in den hier zusammengefassten Studien gearbeitet wurde 

präsentieren sich ausnahmslos als spindelförmig und adhärent an Plastik wachsend. 

Die Morphologie ist in Abb.2 in der Durchsichtaufnahme (bright field) beispielhaft für 

aus dem Knochenmark isolierte MSC eines jungen und eines älteren Spenders 

gezeigt. 

3.3.2 FACS Analyse charakteristischer Oberflächenantigene 

Die Fluorescence Activated Cell Sorting (Durchfluss Zytometrie; FACS) Analyse 

beruht auf der gezielten Bindung konjugierter Antikörper an Zelloberflächenantigene, 

welche typisch für einen bestimmten Phänotyp sind. Bei diesen Molekülen an der 

Zelloberfläche handelt es sich unter Anderem um sogenannte Cluster of Differentiation 

(CD)-Moleküle, die eine Vielzahl an Aufgaben haben können. Im Falle von MSC in den 

hier zusammengefassten Studien wurde zur Charakterisierung aus den von der ISCT 

vorgeschlagenen Oberflächenmolekülen ein Set bestimmter Marker herangezogen. 

Die Zellen müssen dem folgend auf ihrer Oberfläche die MSC Marker CD90 und 

CD105 exprimieren und dürfen nicht die hämatopoetischen Marker CD34, CD45 und 

c-kit (CD117) aufweisen. Ferner sollen die MSC negativ für den Endothelzellmarker 

CD31 und positiv in der Ausprägung des Zell-Zell Interaktionsmoleküls CD44 sein. 

Die Durchfluss Zytometrie ist eine laserbasierte biophysikalische Methode, bei der die 

Zellen in einem kontinuierlichen Flüssigkeitsstrom an einem Laser vorbeigeführt 

werden, trifft der Laserstrahl auf Moleküle, welche das Licht emittieren, so wird das 

entstehende Signal detektiert und gemessen. Die Zellen selber sind nicht in der Lage 

Licht zu emittieren, ihre Oberflächenmoleküle werden bei dieser Methode spezifisch 

markiert. Das Laserlicht wird von Farbkonjugierten Antikörpern, welche an die 

gewünschten Oberflächenantigene auf den Zellen gebunden haben, emittiert. 
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3.3.3 Differenzierung 

Die Differenzierung multipotenter Zellen erfolgt innerhalb ihres eigenen Keimblattes, 

dem Mesoderm. Nach 

bisherigen Erkenntnissen 

ist eine Differenzierung 

von MSC nur in 

Zellpopulationen des 

Mesoderm möglich.  

 

Abb.1: Exemplarische 

schematische Darstellung 

verschiedener Zelltypen in die 

MSC differenzieren können. 

 

Zu den Zelltypen des Mesoderm zählen Knorpel, Skelettmuskel, Haut, Knochenmark, 

Fett, Fibroblasten, Sehnen und Bänder, sowie Knochen (Abb.1). Die gängigen 

Zelltypen, in die MSC zum Zwecke der Charakterisierung differenziert werden sind 

Osteozyten, Adipozyten und Chondrozyten (Abb.2). Für die Differenzierung gibt es 

eine Vielzahl verschiedener Protokolle, in denen die Zellen durch Mechanische Reize 

und/oder Zusatz von Zytokinen dazu gebracht werden zu einem bestimmten Zelltyp zu 

differenzieren [Stein und Lian 1993, Da Silva Meirelles et al. 2008, Caplan 2008]. Die 

MSC wurden für die hier zusammengefassten Studien zunächst in einer definierten 

Anzahl ausplattiert um dann unter dem Einfluss der im Differenzierungsmedium 

befindlichen Zytokine zu einem bestimmten Zelltyp heranzureifen. Osteozyten sind 

gekennzeichnet durch ihre Kalzifizierung, die sich mit Alizarin Rot deutlich anfärben 

lässt [Kasperk et al. 1995]. Chondrozyten liegen in dem angewendeten Protokoll als 

Sphären vor, die prallelastisch sind und sich im Paraffin-Gewebeschnitt mit 

Toluidinblau anfärben lassen. Adipozyten bilden charakteristische Fettvakuolen, die 

sich angefärbt mit Öl Rot O traubenförmig rot in den Zellen darstellen. 
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Abb. 2: Morphologie und Differenzierung von MSC (Stubbendorff et al. Medical Research Archives 

2015) In der Duchlichtmikroskopischen Ansicht zeigen sich die Zellen in Kultur spindelförmig und 

adhärent an Plastik. Die zu Osteozyten differenzierten Zellen zeigen in einer Alizarin Rot Färbung eine 

Anfärbung der kalzifizierten Strukturen. Chondrozyten wurden mit Toluidinblau gefärbt. Adipozyten 

wurden mit Öl Rot O gefärbt, welches die Lipide in den Fettvakuolen der Zellen anfärbt. 

3.4  Proliferation und Migration 

Sind die Zellen appliziert, wirkt sich eine gute Migrationsfähigkeit positiv auf das 

Erreichen des Zielgewebes aus, ferner sorgt eine hohe Proliferationsrate dafür, dass 

abgestorbene Zellen ersetzt werden. Bei einer allogenen Zelltransplantation ohne 

Immunsuppression wird langfristig das Immunsystem des Empfängers alle applizierten 

Zellen vernichten.  

Nach Applikation der MSC in den Patienten soll für die Wirksamkeit mindestens eine 

annähernd der applizierten Menge entsprechende Zellzahl möglichst lange vorliegen. 
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Hierbei ist es wichtig zu beachten, dass schon im Rahmen der Applikation Stress auf 

die Zellen ausgeübt wird, der zu ihrem direkten Niedergang führen kann. Zum einen 

erleben die Zellen Stress bei dem Herauslösen aus der Kulturflasche und beim 

Vereinzeln mit Trypsin, weiterhin führen Scherkräfte, denen die Zellen in der Kanüle 

während der Applikation mittels Injektion ausgesetzt sind, zu Verlusten. Im Gewebe in 

das die Zellen appliziert werden herrscht kein optimales Umfeld für die MSC, was 

ebenfalls zum Absterben von Zellen führt. Die Zellen werden in Flüssigkeit gelöst in 

das Zielgewebe verbracht, was dazu führt, dass ein direkter Kontakt mit 

Empfängerzellen im Gewebe zunächst nicht stattfindet, dieser Zell-Zell Kontakt ist 

jedoch in den ersten Stunden nach Applikation hilfreich um im Gewebe anzuwachsen. 

Um die hier genannten negativen Einflussfaktoren auf die Zellen zu verringern wird an 

geeigneten Gerüstsubstanzen zur Co-Transplantation geforscht, die der Zelle ein 

geeigneteres Milieu geben sollen.   

3.4.1 Proliferation 

In den hier vorgelegten Studien wurde die Proliferation der MSC mittels MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromid) colorimetrisch im ELISA Reader 

bestimmt. Im MTT Assay wird das MTT durch lebende Zellen zu Formazan 

verstoffwechselt, welches eine lila Farbe hat, auf diese Weise findet ein messbarer 

Farbumschlag statt, der proportional zur vorliegenden Anzahl an vitalen Zellen an 

Intensität zunimmt.  

3.4.2 Migration 

Um die Migrationsfähigkeit der MSC zu vergleichen, wurde ein sogenannter Scratch 

Assay durchgeführt. Die Zellen wurden als konfluenter Zellrasen kultiviert, es wurde 

mittels einer Pipettenspitze eine Kratzwunde zugefügt [Poujade et al. 2007]. Das 

Medium mit darin enthaltenen frei schwimmenden abgekratzten Zellen wurde durch 

neues ersetzt, wonach die MSC für eine definierte Zeit im Brutschrank unter 

Zellkulturbedingungen inkubiert wurden. Vor der Inkubation wurden Bilder von der 

frisch zugefügten Kratzwunde gemacht (Abb.3 links), welche als Ausgangswert 

Verwendung fanden. Nach Ablauf der Inkubation wurden die Zellen erneut fotografiert 

(Abb. 3 rechts) und die in den Kratzer eingewanderten MSC wurden ausgezählt. 
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Abb. 3: Scratch Assay. Das linke Bild zeigt die frisch zugefügte Kratzverletzung des konfluenten 

Zellrasens, auf dem rechten Bild sind in den Kratzer migrierte Zellen nach Ablauf der Beobachtungszeit 

zu erkennen. 

3.5 Adhäsionsmoleküle als biologische Parameter für Extravasationskapazität  

Eine gängige Applikationsroute in einer zellbasierten Therapie ist die intra venöse (i.v.) 

Applikation [Gutiérez-Fernández et al. 2013, Di et al. 2012], die MSC sollen dann in 

einem als „Homing“ bezeichneten gezielten Wanderungsprozess ihr Zielgewebe 

erreichen [Sohni und Verfaille 2013, Yagi et al. 2010]. Während einer Inflammation 

werden über Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFα) Adhäsionsmoleküle der 

Gefäßendothelzellen (EC) heraufreguliert, also in höherer Anzahl auf der 

Zelloberfläche exprimiert und getragen. MSC, die an diese Adhäsionsmoleküle binden, 

können eine Extravasation durchführen und in das betroffene umliegende Gewebe 

einwandern. Weiterhin wird im Verlauf einer Entzündungsreaktion durch T-Zellen IFNγ 

produziert, welches ebenfalls einen erheblichen Einfluss auf die Eigenschaften von 

MSC hat. 

3.6 IFNγ und TNFα Stimulierung zur Nachahmung eines entzündlichen Milieus 

Während einer Entzündungsreaktion laufen lokal im betroffenen Gewebe viele 

Prozesse ab, in denen Zellbotenstoffe (Zytokine) produziert werden. Diese Zytokine 

verändern lokal im Gewebe das Milieu, zu ihnen zählen unter Anderem IFNγ und 

TNFα. Durch gezielte Zugabe von Zytokinen in vitro in die Zellkultur kann eine 

Entzündungsreaktion immittiert werden, die die Zellen zu Reaktionen wie im 

200x 200x 
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entzündlichen Gewebe veranlasst. So werden zum Beispiel verschiedene Stoffe durch 

die MSC sezerniert.  

3.6.1 Entzündungsreaktion; IFNγ 

Die Einleitung zellbasierter Therapien findet infolge von Grunderkrankungen statt, die 

entweder degenerativ oder entzündlich sein können. Auch nach Gewebeschädigung, 

wie etwa nach einem Trauma, kommt es lokal zu einer Entzündungsreaktion. Die 

Zellapplikation stellt einen Eingriff dar, der ebenfalls in einer lokalen 

Entzündungsreaktion münden kann. Im Zuge einer Entzündungsreaktion kommt es 

lokal zu einem Anstieg von IFNγ, einem Zytokin, welches unter Anderem von T-Zellen 

produziert wird und empfindliche Veränderungen an allen umliegenden Zellen 

hervorruft. Die applizierten MSC sehen sich mit einem Anstieg von IFNγ konfrontiert, 

dieser Zytokineinfluß verändert die immunologischen und immunmodulatorischen 

Eigenschaften der MSC und ihre Expression von Oberflächenmolekülen messbar. 

IFNγ lockt zudem verschiedene Lymphozytenpopulationen an den Ort der 

Gewebedistribution. 

3.6.2 Entzündungsreaktion; TNFα 

TNFα ist ein Adipokin, welches unter Anderem an systemischen 

Entzündungsreaktionen beteiligt ist, es gehört zu den Zytokinen, die an der Akute 

Phase Reaktion mitwirken. TNFα wird hauptsächlich von Makrophagen, aber auch von 

CD4+ Lymphozyten sowie NK Zellen produziert. Es führt unter Anderem dazu, dass 

auf Gefäßendothelzellen die Adhäsionsmoleküle heraufreguliert werden, dies 

vereinfacht eine Anhaftung von Zellen aus dem Blut an Gefäßendothelzellen, was 

wiederum eine Extravasation dieser Zellen begünstigt. 

3.7 Immunogenität, immunologisch relevante Oberflächenantigene 

Je weniger immunogen eine Zelle ist, desto besser kann sie den immunologischen, 

zellvermittelten und humoralen Mechanismen der Abstoßung nach Applikation 

entkommen. Nach Zellapplikation sind in hohem Maße T-Zellen an der 

Abstoßungsreaktion beteiligt. Die immunologisch relevanten Oberflächenantigene auf 

den MSC spielen in ihrem Ausprägungsmuster und ihrer Häufigkeit eine bedeutende 

Rolle für die Erkennung als fremd durch das Empfängerimmunsystem. Um eine 

Aussage über die Immunogenität der MSC und eine damit in Verbindung stehende 
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Intensität der Abstoßungsreaktion treffen zu können, wurde für die hier gezeigten 

Studien die Expression immunologisch relevanter Zelloberflächenmoleküle bestimmt. 

Der Immunphänotyp der MSC wurde mittels FACS Analyse ermittelt, hierbei wurde die 

Ausprägung des MHC I, in humanen Zellen als HLA-ABC oder HLA I bezeichnet und 

das assoziierte β2-Mikroglobulin, betrachtet. MHC I präsentiert den T-Zellen 

zytosolische Proteinfragmente aus dem Inneren der Zelle nach außen. MHC I und β2-

Mikroglobulin wurden im ruhenden Zustand und nach Stimulation mit IFNγ zur 

Nachahmung einer Entzündungsreaktion bestimmt.  

Weiterhin wurde auch MHC II, in humanen Zellen als HLA-DR oder HLA II bezeichnet, 

welches extrazelluläre Antigene präsentiert, auf nativen und mit IFNγ stimulierten MSC 

bestimmt.  

Die untersuchten Costimulatorischen Marker CD40, CD80 und CD86 geben Signale 

für die T-Zell-Aktivierung und das T-Zell-Überleben. Auch diese Marker wurden naïv 

und nach IFNγ Stimulierung bestimmt. 

3.8 Immunmodulatorische Fähigkeiten, tolerogene Oberflächenmoleküle und Zytokine 

Eine Zelle, die im Wesentlichen tolerogene Parameter ausprägt, kann sich vor den 

Immunzellen des Empfängers verstecken. Ist eine Zelle in der Lage 

immunmodulatorisch zu agieren, so kann sie sich aktiv gegen die Attacke durch das 

Empfängerimmunsystem zur Wehr setzen, indem sie Einfluss auf verschiedene Zellen 

des Empfängerimmunsystems, wie zum Beispiel T-Zellen nimmt und diese hemmt.  

3.8.1 HLA-E und HLA-G 

Einige tolerogene Oberflächenmoleküle werden auf den MSC exprimiert, hierzu zählen 

Human Leucocyte Antigen-E (HLA-E) und HLA-G, die beide unter dem Einfluss von 

IFNγ auf MSC eine Heraufregulierung, also eine höhere Häufigkeit in ihrer 

Exprimierung pro Zelle, erfahren. HLA-E hat einen inhibitorischen Effekt auf die 

zytotoxischen Abläufe der NK-Zellen [Braud et al. 1998]. HLA-G  hat einen direkten 

inhibitorischen Effekt auf NK-Zellen [Lash et al. 2010] und über die herabregulierende 

Wirkung auf HLA-A und HLA-B einen protektiven Effekt gegenüber Zytotoxischen T-

Zellen [Iams et al. 2004]. Mittels ihrer tolerogenen Moleküle kann die MSC sich einer 

Attacke durch NK-Zellen partiell entziehen, indem sie sich für die NK-Zelle annähernd 
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unsichtbar macht und deren Wirkweise sogar unterdrückt. Die MSC wird so nicht als 

Bedrohung wahrgenommen und ihre Anwesenheit wird durch die NK-Zelle toleriert. 

3.8.2 Indolamin-2,3-Dioxygenase 

Ein weiteres relevantes Enzym stellt das Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) dar, es 

wird in großen Mengen während einer Gravidität von den maternalen Geweben, den 

Eihäuten sowie dem Fetus selber produziert [Entrican et al. 2009]. Bei einer 

Trächtigkeit wird der Fetus vom Immunsystem der Mutter als fremd identifiziert da er 

zu 50% genetisch dem Vater entspricht, welcher immunologisch zur Mutter ein HLA 

fremder Spender ist. Der Körper der Mutter reagiert nun mit einer massenhaften 

Entsendung von T-Zellen zum Ort der Trächtigkeit. Diese Entsendung resultiert in 

einer ubiquitären Häufung von T-Zellen rund um den Fetus. Die entsandten T-Zellen 

sind noch nicht aktiviert, sie erreichen den Fetus als ruhende Zellen. Für eine 

Aktivierung der ruhenden T-Zellen wird die Aminosäure Tryptophan essentiell benötigt. 

IDO oxidiert Tryptophan zu N-Formyl-L-Kinurenin (Abb.4), womit den T-Zellen die 

Grundlage zur Aktivierung entzogen wird [Lee et al. 2013].  

 

 

 

Abb. 4: L-Tryptophan wird durch IDO zu N-Formyl-L-Kinurenin oxidiert. 

Die T-Zellen befinden sich nun zwar am Ort des Geschehens, ihnen steht jedoch kein 

Tryptophan in ausreichender Menge zur Verfügung um aktiviert zu werden. Das 

Resultat ist ein massenhaftes Vorhandensein von ruhenden T-Zellen, die keine 

Reaktion im Sinne einer Abstoßung durchführen können. Die Gravidität bleibt trotz der 

genetischen Unterschiede zwischen Mutter und Vater und damit zwangsläufig auch 

zwischen Mutter und Fetus, bestehen. 

MSC können in einem entzündlichen Milieu mit der Sekretion von IDO reagieren. Hier 

beruht die Strategie der MSC nicht darauf ignoriert und so in ihrer Anwesenheit toleriert 

zu werden, sondern in einer Verhinderung der Armierung der T-Zellen. Die MSC 

unterbrechen mit der lokalen Distribution von IDO die Aktivierung der vor Ort 

                                                + O2                                                                   
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befindlichen T-Zellen. Die T-Zellen sind zwar lokal im Gewebe vorhanden, befinden 

sich aber weiterhin in einem ruhenden Zustand und können die MSC nicht abstoßen. 

 

Abb. 5: Struktur des IDO Moleküls, welches von den MSC unter IFNγ Einfluss sezerniert wird. Die 

Abbildung der IDO Molekülstruktur wurde übernommen von Wikipedia 

(http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/d/dd/PBB_Protein_INDO_image.jpg) 

In einem entzündlichen Milieu, wie es am Ort der Erkrankung bzw. an der 

Applikationsstelle der Zellen vorherrscht, zeichnen sich MSC durch eine erhöhte 

Sekretion von IDO aus. Die Sekretion von IDO wird durch IFNγ forciert, wobei eine 

direkte Korrelation zwischen IFNγ Menge und sezerniertem IDO besteht, solange es 

sich um physiologische Mengen von IFNγ handelt [Deuse et al. 2010]. Diese Reaktion 

der MSC ist auch Teil des als Veto-Effekt benannten Vorgangs, bei dem die MSC bei 

steigendem entzündlichem Milieu eine bessere Toleranz erfahren [Deuse et al. 2010]. 

Somit schützen sich die MSC in einem entzündlichen Milieu selber in gewissem Maße 

vor der Abstoßung durch T-Zellen. 

Die Sekretion von IDO wurde in den vorliegenden Arbeiten mittels Western Blot (WB) 

bestimmt. Hierzu wurden zunächst Zellen nativ und für 48h mit IFNγ stimuliert kultiviert, 

diese wurden dann mittels Trypsin aus den Kulturflaschen gelöst und vereinzelt, um 

ein Zellpellet zu erhalten wurden die in der Flüssigkeit flotierenden Zellen 

abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde nun mit RIPA-Puffer aufgenommen und lysiert, so 

dass im Überstand freies Protein vorlag. Nach Bestimmung des Gesamtproteins 
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mittels Pierce Protein Test wurde für jedes zu messende Lysat eine definierte 

Proteinmenge pro Tasche auf den WB aufgetragen. Unter Verwendung eines 

spezifischen IDO-Antikörpers konnte dann im WB eine IDO-Bande dargestellt, 

gemessen und quantifiziert werden.  

3.8.3 IL-10 und TGFβ im ELISPOT 

Im Zusammenhang mit der Zellapplikation kommt es weiterhin zu einer Sekretion von 

Interleukin 10 (IL-10), welches Zytokine, MHCII Antigene und costimulatorische 

Moleküle auf Makrophagen herabreguliert. Außerdem wird von verschiedenen Zellen 

Transforming Growth Factor beta (TGFβ) sezerniert, welches unter Anderem die 

Proliferation und Differenzierung von Zellen kontrolliert. Entzündliche Stimuli steigern 

die Freisetzung des anti-inflammatorischen Zytokins TGFβ. 

3.8.4 IL-10, TGFβ und IL-2 im ELISA 

Für den Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) wurde konditioniertes Medium 

von unstimulierten und mit IFNγ stimulierten MSC gewonnen. Es wurden ELISA 

Platten verwendet, die jeweils mit einem Antikörper gegen das gesuchte Zytokin 

beschichtet waren, diesen wurde das verdünnte konditionierte Medium zugefügt. Nach 

einer Inkubationsphase wurden mehrere Waschschritte durchgeführt und es wurde ein 

enzymtragender spezifischer Antikörper zugefügt. Nach einer weiteren Inkubation und 

weiteren Waschschritten wurde ein Substrat zugefügt, welches durch das Enzym zu 

einem Farbumschlag gebracht wurde. Die Auslesung des ELISA erfolgte 

colorimetrisch in einem ELISA Reader. 

3.9 Biolumineszenz Bildgebung 

Die Biolumineszenz Bildgebung (Bioluminescence imaging; BLI) basiert auf einer 

hochsensitiven Messung von in vivo emittiertem Licht. Das Lichtsignal wird durch 

transgene Expression lumineszierender Enzyme (Luziferase, Luc) oder passiv durch 

äußere Anregung fluoreszenter Proteine erzeugt. Mittels einer hochempfindlichen 

Charge-coupled Device (CCD)-Kamera wird das für das menschliche Auge nicht 

wahrnehmbare emittierte Lichtsignal detektiert und auf ein Bild des gemessenen 

Objektes projeziert. 
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Reporter Gene Imaging ermöglicht in vivo die Dokumentation von Anzahl, Lokalisation, 

Proliferation und Zelltod transplantierter MSC. Hierzu wird der Adenosin Triphosphat 

(ATP)-Gehalt der Zellen als Photonen pro Sekunde nicht-invasiv mittels eines 

Luziferase Detektionssystems gemessen. Die Entstehung des Lichtsignals ist ATP-

abhängig, somit erlischt das Signal mit dem Absterben der Zelle, es kann nicht auf 

andere Zellen übergehen. Diese Methode erlaubt eine beliebig häufige Wiederholung 

der Messungen im gleichen Tier und ist signifikant sensitiver als herkömmliche 

Methoden wie zum Beispiel die Histologie oder die Nutzung von Eisen Nanopartikeln. 

Das entstehende Lichtsignal wird maschinell quantifiziert und anschließend als 

Photonen pro Sekunde (total flux) und als Log[photons/sec] dokumentiert.  

Die Transduktion der MSC mit Luziferase über einen lentiviralen Vektor ermöglicht ein 

tatsächliches longitudinales Verfolgen der applizierten Zellen. Anders als bei der 

Verwendung von Supermagnetic Iron Oxide (SPIO) Nanopartikeln, kann das Signal 

nicht übertragen aber bei einer Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben werden. 

Für die Bestimmung der SPIO muss eine Magnetresonanztomographie (MRT) 

durchgeführt werden, hier wird anders als bei dem Luziferase-Lichtsignal keine aktive 

Beteiligung der Zelle benötigt. Es wird lediglich ein Vorhandensein der Nanopartikel 

bestätigt. Histologische Untersuchungen nach Applikation der SPIO konnten zeigen, 

dass diese nach einigen Wochen von gewebeständigen Makrophagen getragen 

werden, welche die applizierte Zelle aufgenommen hatten [Amsalem et al. 2007, 

Suzuki et al. 2008]. Dieser Umstand lässt Fehlinterpretationen hinsichtlich des 

Verbleibs der applizierten Zellen zu, was mit der Nutzung der BLI Technologie nicht 

vorkommt. 

3.10 Herstellung Luziferase-exprimierender MSC 

Um longitudinal den Verlauf der Abstoßung beziehungsweise das Absterben nach 

Transplantation von MSC in vivo verfolgen zu können ohne die Empfängertiere zu 

verschiedenen Zeitpunkten nach MSC Transplantation für histologische 

Untersuchungen explantieren zu müssen, wurden die MSC mittels eines lentiviralen 

Vektors stabil mit Luziferase transfiziert. Es ist somit möglich die MSC mittels der 

Methode der Molekularen Bildgebung (BLI) in vivo darzustellen und das Zellüberleben 

longitudinal und nicht-invasiv zu überwachen [Tanaka et al. 2005, Cao et al. 2005]. Die 

Produktion des Lichtsignals der Luziferase ist ATP-abhängig und findet nur dann statt, 
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wenn die merkmalstragende Zelle vital ist. Ferner ist das Merkmal nach der 

Transfektion durch die Nutzung lentiviraler Vektoren stabil in das Genom der Zelle 

eingebaut und kann nicht durch Phagozytose auf andere Zellen wie zum Beispiel 

Makrophagen übergehen. Eine gezielte Weitergabe der Luziferase-Eigenschaft auf 

Tochterzellen bei einer Zellteilung ist anders als bei der Verwendung von SPIO 

möglich, was zu einer Zunahme des Lichtsignals im BLI bei einer Proliferation der 

applizierten Zellen führt [Suzuki et al. 2008]. 

 

 

       Promotor     Antibiotikaresistenz       Reportergen 

Abb. 6: Luziferase Virus Map mit Cytomegalovirus (CMV) Promotor und Antibiotikaresistenz gegen 

Puromycin. 

Durch den stabilen Einbau in das Genom wird die genetische Information bei jeder 

Zellteilung an die Tochterzellen weitergegeben. Zusammen mit dem Luziferase-Gen 

wurde eine Antibiotikaresistenz gegen Puromycin in die Zellen transfiziert. MSC, die 

erfolgreich das Luziferase-Genkonstrukt in ihr Genom aufgenommen haben (luc+), 

tragen nach Verwendung des oben schematisch gezeigten Konstruktes (Abb.6) 

gleichzeitig eine Puromycin-Resistenz. Eine Selektion unter der Anwendung von 

Puromycin in der Zellkultur ist dadurch möglich. Unter Puromycin sterben Zellen, die 

nicht transfiziert wurden und daher empfindlich auf Puromycin reagieren, ab. 

 

Abb. 7: Luziferase positive MSC in einer Verdünnungsreihe, mit steigender Zellzahl nimmt die Intensität 

des in p/s gemessenen Lichtsignals zu. 

Die Zellen können nun im BLI betrachtet werden, hierzu wird den Zellen Phosphat 

gepufferte Kochsalzlösung (Phosphate Buffered Saline; PBS) mit Luziferin 

zugegeben. Die Luziferase in den Zellen verstoffwechselt das Luziferin ATP-abhängig 

CMV Puromycin

-Resistenz

Luziferase 
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und ein messbares Lichtsignal entsteht. Die Intensität des Lichtsignals steht in linearer 

Korrelation mit der Menge an umgesetztem Luziferin und damit auch mit der 

vorliegenden Anzahl an vitalen Zellen (Abb.7). 

Auch SCNT wurden auf dieselbe Weise mit Luciferase (Luc) transfiziert, Daten aus 

den Transplantationsstudien mit diesen transfizierten Zellen werden in der 

vorliegenden Schrift jedoch nicht besprochen. 

3.11 Longitudinales Zellüberleben in der Maus im BLI 

Mit einer Injektion von 1x106 luc+ MSC in den Musculus gastrocnemius einer 

immunkompetenten BALB/C Maus wurde die Abstoßung longitudinal beobachtet. Die 

injizierten Tiere wurden an jedem zweiten Tag im BLI untersucht, hierfür wurde ihnen 

intra peritoneal (i.p.) Luziferin appliziert. Das Luziferin wurde dann von der Luziferase 

in den transduzierten Zellen ATP-abhängig, wie exemplarisch in der Zellkultur 

dargestellt (Abb. 7), verstoffwechselt, was wiederum zu einem in Photonen pro 

Sekunde (p/s) messbaren Lichtsignal führte. Die Intensität des Lichtsignals korreliert 

auch hier linear mit der Anzahl vitaler, merkmalstragender MSC. Auf diesem Wege 

konnte die kontinuierliche Abnahme der Zellzahl in vivo in der Maus bestimmt werden 

(Abb.8). 

 

Abb. 8: BALB/C Mäse im BLI. MSC wurden in den rechten Oberschenkel von immunkompetenten 

BALB/C Mäusen injiziert, eine Abnahme der Signalstärke im zeitlichen Verlauf zeigt die Abstoßung der 

Zellen.  
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Eine Untersuchung der Tiere im BLI fand am Tag der Zellapplikation statt. Die nächste 

Ermittlung des Luziferase (Luc) Signals wurde an Tag 1 vorgenommen, hiernach folgte 

eine Untersuchung an jedem zweiten Tag. Die Messungen wurden bis vier Tage nach 

Erlöschen des Signals fortgeführt. Ein Erlöschen des Signals ist definiert als ein 

gemessenes Signal, welches dem Messwert einer nicht mit Zellen injizierten Maus des 

gleichen Mausstammes wie dem genutzten entspricht. 

 

3.12 Zelluläre Immunantwort 

Die zelluläre Immunantwort wurde mittels verschiedener in vitro und in vivo Methoden 

ermittelt. Hierfür wurde ein ELISPOT Assay durchgeführt (Schema Abb.9). Bei dem 

ELISPOT handelt es sich um einen sogenannten Single Cell Assay, hier kann also 

jede einzelne Zelle, die eine Reaktion zeigt, detektiert und gezählt werden. 

Immunkompetente Mäuse wurden mit MSC in den M. gastrocnemius injiziert, nach 5 

Tagen wurde die Milz der Tiere entnommen. In einem mechanischen 

Homogenisierungsverfahren, gefolgt von einer Lyse der roten Blutkörperchen, wurden 

mononukleäre Zellen purifiziert und gewonnen, sie werden im Weiteren als 

Splenozyten bezeichnet. Die so generierten Splenozyten erkennen die zuvor 

applizierten MSC als fremd. Die Splenozyten wurden nun in einer definierten Anzahl 

mit inhibierten gleichen MSC wie in der Applikation konfrontiert und inkubiert. Dies 

geschah in einer Membranplatte, die 

mit Antikörpern gegen IFNγ für die 

Darstellung der TH1-Antwort 

beziehungsweise Antikörpern gegen 

IL-4 für die TH2-Antwort beschichtet 

war. In der 24-Stündigen 

Inkubationszeit sezernieren die 

Splenozyten Zytokine als Antwort 

auf die Konfrontation mit den MSC. 

Die Zellen wurden in der Folge durch 

verschiedene Waschschritte 

entfernt. Über die Bindung von 

Antikörpern konnten die 
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sezernierten Zytokine als Punkte sichtbar gemacht werden.  

Abb. 9: Schematische Darstellung ELISPOT. Hier ist schematisch dargestellt, wie in einem ELISPOT 

Assay die verschiedenen Antikörper, ähnlich des Prinzips eines ELISA aufeinander geschichtet werden. 

Eine Auszählung der Punkte (Spots) erfolgte maschinell. Durch das Pipettieren von 

Vierfachansätzen wurde sichergestellt, dass Wells, die Fehler durch z.B. Verklumpen 

der Zellen aufwiesen, nicht in die Zählung einbezogen werden mussten. 

 

Abb. 10: ELISPOT Assay, jeder Punkt repräsentiert eine Zelle, die IFNγ im Sinne einer TH1-Antwort (A) 

beziehungsweise IL-4 für die TH2-Antwort (B) sezerniert hat (Stubbendorff et al. Medical Research 

Archives 2015). 

3.13 Humorale Immunantwort 

Neben der T-Zell-vermittelten Abstoßung sorgen auch andere Mechanismen für ein 

Absterben der applizierten MSC. Ein wichtiger Aspekt ist auch die humorale, 

antikörpervermittelte Abstoßung. Im Rahmen einer adaptiven Immunantwort 

produzieren B-Zellen Antikörper gegen das Fremdantigen. Zunächst werden 

Immunglobulin M (IgM)-Antikörper produziert, nach einem Isotypenswitch liegen dann 

Immunglobulin G (IgG)-Antikörper vor. Die Antikörper richten sich gezielt gegen das 

identifizierte Fremdantigen. Sie binden an die Zellen, welche das Fremdantigen tragen 

und setzen so eine Kaskade in Gang die über phagozytierende Zellen zur Vernichtung 

des Antigens beziehungsweise der antigenexprimierenden Zelle, also der MSC führt. 

Die humorale Immunantwort wurde in den hier vorgestellten Studien mittels der 

Messung donorspezifischer Antikörper (DSA) ermittelt. Für die Entstehung von DSA 

wurden wiederum immunkompetenten Mäusen eine definierte Menge von MSC in den 

M. gastrocnemius injiziert, nach 5 Tagen wurde das Serum der Tiere gewonnen. In der 
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Zwischenzeit hat in der Maus eine B-Zell-Reaktion stattgefunden, in der spezifische 

Antikörper gegen die injizierten MSC, also spezifisch gegen die Donorzelle, gebildet 

wurden. Nach 5 Tagen liegen im Tier IgM-Antikörper vor, wenn eine längere Zeit (ca. 

14 Tage) vor der Gewinnung des Serums der Maus verstreicht, hat ein Isotypenswitch 

stattgefunden und es sind IgG-Antikörper im Serum vorhanden. Da die Antikörper 

mittels FACS-Analyse bestimmt werden sollen, werden als Trägerzellen die MSC 

genutzt, gegen die die Antikörper gerichtet sind. Um das hitzelabile Komplement, 

welches zur angeborenen Immunabwehr gehört, sich auch im Serum befindet und mit 

der Messung der DSA interferieren würde, zu entfernen, wurde das Serum für 30 

Minuten auf 56°C erhitzt. Die im Serum befindlichen IgM-Antikörper wurden mit MSC 

inkubiert, wonach ein mit Fluorescein Isothiocyanat (FITC)-konjugierter Anti-Maus 

IgM-Antikörper zugegeben wurde, der an die zellgebundenen IgM Antikörper bindet 

und in der FACS-Analyse detektierbar ist. 

3.14 Angiogenese 

Ein positiver Einfluss auf die Angiogenese ist eine der Eigenschaften, die MSC für 

zellbasierte Therapien interessant machen. Um die Angiogenesewirkung zu ermitteln 

wurden drei verschiedene Methoden gewählt, der Tube Formation Assay, der Chorion 

Allantois Membran Assay und der Angiogenese Membrane Antikörper Mikroarray, 

welche im Folgenden genauer beschrieben werden. 

3.14.1 Tube Formation Assay 
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Für die Ermittlung der Angiogenese im Tube Formation Assay wurden MSC in Co-

Kultur mit EC auf Matrigel kultiviert. Durch die Textur des Matrigels formen die EC ein 

morphologisches Muster, sie 

bilden sogenannte Tubes aus, 

welche Vorgängerstrukturen von 

Blutgefäßen darstellen. Auf diese 

Weise imitieren sie eine 

beginnende Gefäßeinsprossung 

[Xu et al. 2008].  

Abb. 11: Tube Formation Assay. 

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme. 

Endothelzellen sind grün (GFP), MSC 

sind rot (PKH Färbung) und alle Zellkerne 

sind blau (Hoechst Färbung) gefärbt.  

Ein Tube ist definiert als ein 

länglicher Zellverbund, der mindestens viermal so lang wie breit ist. Die Verästelung 

und die Häufigkeit von Abgängen spielt bei der Gefäßneubildung ebenfalls eine 

wichtige Rolle, es wurden in diesem Versuch somit die Anzahl der Tubes pro 

Gesichtsfeld, sowie die Gabelungen ausgezählt. In der Co-Kultur mit MSC sollten 

diese durch Sekretion von Zytokinen in unterschiedlichem Maße die Gefäßneubildung 

beeinflussen. 

3.14.2 Chorion Allantois Membran Assay  

Für den Chorion Allantois Membran (CAM) Assay wurden Bruteier von Hühnern 

genutzt. Die Bruteier wurden zunächst für vier Tage bei 60% Luftfeuchtigkeit und 37°C 

unter Wenden bebrütet, dann wurde ihre Schale fenestriert, es wurde ein 

Schwämmchen, welches mit konditioniertem Medium von MSC getränkt war, 

aufgebracht. Konditioniertes Medium wurde hergestellt, indem eine definierte 

Zellmenge in eine T25 Zellkulturflasche eingebracht wurde. Es wurden 3ml Medium 

zugefügt, nach 48h wurde ein Mediumwechsel vollzogen und das entnommene 

Medium durch Zentrifugation von flotierenden Zellen befreit. Bei dem so gewonnenen 

Überstand handelt es sich um konditioniertes Medium. Dieses Medium enthält nun 

sämtliche von den Zellen abgegebenen Stoffe, also auch Zytokine, die das 

300x 
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Gefäßwachstum begünstigen. Nach einer weiteren zweitägigen Bebrütung ohne 

Wenden bei 60% Luftfeuchtigkeit und 37°C wurde erneut konditioniertes Medium auf 

die Schwämmchen aufgebracht. Nach 

weiterer zweitägiger Bebrütung ohne Wenden 

bei 60% Luftfeuchtigkeit und 37°C wurde die 

CAM in dem Bereich, in dem das 

Schwämmchen mit dem konditionierten 

Medium appliziert worden war, entnommen. 

Unter dem Mikroskop wurden die Gabelungen 

der entstandenen Blutgefäße vergleichend 

ausgezählt. Dies ist exemplarisch in Abb. 12 

dargestellt. 

Abb. 12: Lichtmikroskopische Aufnahme einer CAM, jeder Punkt repräsentiert exemplarisch eine 

gezählte Gabelung. 

 

3.14.3 Membran Antikörper Mikroarray 

Bei dem Membran Antikörper Mikroarray handelt es sich um einen Protein Mikroarray, 

hierbei sind Antikörper gegen bestimmte Proteine punktförmig auf eine kleine 

Membran aufgebracht. Ferner befinden sich auf jeder Membran Positiv- und 

Negativkontrollen, die zur Verifizierung der Ergebnisse dienen. Das Set der 

aufgebrachten Antikörper kann je nach Fragestellung gewählt werden. In der 

vorliegenden Studie wurde ein Array verwendet, dessen Antikörper gegen 

angiogeneserelevante Proteine gerichtet sind. Die Membran 

wurde mit der zu messenden Probe, einem MSC 

konditionierten Medium, inkubiert und anschließend ähnlich 

wie ein Western Blot ausgelesen (Abb. 13). Die Ergebnisse 

wurden als negative Antwort, bei Abwesenheit eines Signals 

oder als positive Antwort bei Vorhandensein eines Signals 

gewertet, wobei auch die Signalstärke bestimmt worden ist. 

Abb. 13: Membran Array. BLI Aufnahme eines Angiogenese Membran 

Array, jeder Punkt repräsentiert einen gebundenen Botenstoff, die Antikörper sind immer in Duplikaten 

aufgebracht. 

1 

2 3 

16x 
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3.15 SCNT und mitochondrial getriggerte Abstoßung 

Die Generierung von NT-ESC und isoESC wurde in der vorliegenden Schrift bereits 

unter Punkt 3.2 beschrieben. 

3.15.1 In vivo Teratom Erzeugung 

Bei der in vivo Erzeugung eines Teratoms handelt es sich um einen Assay, mit dessen 

Hilfe die Pluripotenz von Zellen wie zum Beispiel ESC bewiesen werden kann. Hierzu 

werden ESC aus der in vitro Zellkultur vereinzelt und als Zellsuspension einer 

immuninkompetenten non obese diabetic (NOD) scid Maus appliziert. Die Applikation 

kann hierfür in verschiedene Gewebe erfolgen. Für die vorliegende Arbeit [Deuse et 

al. 2015] wurden 1x107 NT-ESC beziehungsweise isoESC in 80µl NaCl in den M. 

gastrocnemius injiziert. Innerhalb von einer Dauer von 4 Wochen konnte eine 

gewebige Umfangsvermehrung für die histologische Untersuchung explantiert werden. 

In diesem Tumor ließen sich in der Histologie Zellen aller drei Keimblätter nachweisen, 

wodurch bewiesen werden konnte, dass es sich um ein Terratom, ausgelöst durch 

pluripotente Zellen handelte.  

3.16 Heterotope Herztransplantation 

Die heterotope Herztransplantation im Labornager ist eine Methode zur Darstellung 

der Abstoßungsreaktion am Herzen als solides transplantiertes Organ.  

In der hier exemplarisch gezeigten Studie, die im Gesamtkontext dem Vergleich der 

Abstoßungsmechanismen dienen soll, wurden Herzen heterotop in der Ratte 

transplantiert. Das Herz des Spenders wurde unter Abbinden aller venösen Abgänge 

und Schonung von Aorta und Arteria pulmonalis entnommen. Der Empfänger wurde 

einer Laparatomie unterzogen, wobei die Aorta abdominalis und die Vena cava 

caudalis exponiert wurden. Das zu transplantierende Herz wurde in einer End-zu-Seit 

Anastomose an die großen Bauchgefäße des Empfängers angeschlossen. Die Aorta 

des Spenderherzes wurde hierbei an die Aorta Abdominalis genäht, während die 

Arteria pulmonalis mit der Vena cava caudalis des Empfängers verbunden wurde, 

sodass das transplantierte Herz durch den Empfänger versorgt wird [Tang-Quan et al. 

2010, Abbott et al. 1964, Ono und Lindsey 1969]. Das Transplantierte Herz schlägt bei 

dieser Methode im Abdomen des Empfängers, was täglich mittels Palpation überwacht 

wurde.  
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3.17 Orthotope Aortentransplantation 

Bei dem hier beschriebenen Modell für Transplantat-Vaskulopathie (TVP) handelt es 

sich um eine Methode der Darstellung von abstoßungsassoziierter Entstehung von 

Blutgefäßentzündungen. Gefäßverengung durch Intimahyperplasie ist eine Folge der 

chronischen Abstoßung. Durch Abstoßung getriggerte Blutgefäßveränderungen in 

transplantierten Organen führen zu Durchblutungsstörungen in den Transplantaten. 

Immunzellen im Blut des Empfängers finden im Gefäßendothel Fremdantigen und 

bekämpfen dieses. 

Die Aortentransplantation in der Ratte ist ein Modell mit dem die chronische Abstoßung 

und damit einhergehende Vaskulopatie in kardiovaskulären Fragestellungen 

modellhaft dargestellt werden kann [Deuse et al. 2008, Mennander et al. 1991]. 

Methodisch wird hier ein Stück der Aorta des Spendertieres vorgelegt, dieses wird 

gespült und von Blut befreit. Das Empfängertier wird einer Laparatomie unter 

Darstellung der Aorta abdominalis unterzogen, die Aorta wird infrarenal und proximal 

der Bifurkation abgeklemmt. Ein kurzes Stück der Empfängeraorta wird entnommen, 

wonach die Spenderaorta mittels End-zu-End Anastomose orthotop transplantiert wird. 

Durch Öffnen der Gefäßklemmen wird der Blutfluss wieder hergestellt. Das 

Transplantat verbleibt bis zum Ende der Studie im Empfängertier und ist hier 

physiologischen Bedingungen ausgesetzt. Nach Explantation kann das Transplantat 

beispielsweise histologischen Untersuchungen zugeführt werden. Das Transplantat, 

oder Teile davon kann auch für physiologische Untersuchungen zum Beispiel im 

Organbad genutzt werden oder für biochemische Untersuchungen weiterverarbeitet 

werden. 
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4.  Ergebnisse 

Es werden in der Folge die Ergebnisse von sechs eigenen Studien zu den Themen 

immunologische und zellbiologische Eigenschaften von MSC, SCNT Mitochondrien 

getriggerte Abstoßung in der Maus und Abstoßung nach Herztransplantation am 

Rattenmodell, sowie Abstoßung am Aortentransplantationsmodell in der Ratte 

vorgestellt. 

 

 

4.1 Vergleich von MSC aus Knochenmark verschiedenalter Spender; eigene Studie. 

 

Stubbendorff M, Neofytou E, Deuse T, Mattutat D, Lange C, Reichenspurner H, 

Robbins RC, Beygui R, Volk HD, Schrepfer S. Impact of donor age on biological and 

immunogenic properties of mesenchymal stromal cells. Med Res Arc. 2015 No (3). 

 

In einem direkten Vergleich wurden in dieser Studie aus dem Knochenmark isolierte 

MSC eines gesunden 6 Monate alten Säuglings, infant MSC (iMSC), und von 

multimorbiden Spendern über 70 Jahren, aged MSC (aMSC), einander 

gegenübergestellt.  

In der Charakterisierung zeigten sich beide Zellpopulationen morphologisch als 

spindelförmig und an Plastik adhärent wachsend, sie wiesen die für MSC typischen 

Oberflächenantigene auf und waren negativ für hämatopoetische Marker. Beide 

Zellgruppen ließen sich gleichermaßen erfolgreich in Adipozyten, Chondrozyten und 

Osteozyten differenzieren.  

Bei der vergleichenden Betrachtung der Proliferationsgeschwindigkeit teilten sich die 

Zellen des jungen Spenders signifikant schneller als die des Spenders 

fortgeschrittenen Lebensalters. Die unterschiedliche Proliferationsrate konnte im MTT 

Assay nachgewiesen werden (p<0,001) und war im Living Cell Imaging über eine 

Zeitrafferaufnahme, für die über ein Zeitfenster von 48 Stunden in 10 minütigem 

Abstand je ein Foto gemacht wurde, optisch gut nachvollziehbar. Im Migrationsassay 

wurde in einem konfluenten Zellrasen mittels einer Pipettenspitze durch Kratzen eine 

Zusammenhangstrennung beigefügt. Die in den Kratzer eingewanderten Zellen 

wurden nach einem definierten Zeitfenster von 14 Stunden, in dem eine Inkubation 
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unter Zellkulturbedingungen stattfand, ausgezählt. Die iMSC migrierten signifikant 

schneller in die Kratzwunde (p<0,001) als die aMSC. 

Um eine Aussage über Unterschiede in der Immunogenität der Zellen treffen zu 

können, wurde die Expression von MHCI und dem damit assoziiertem β2-Mikroglobulin 

an der Zelloberfläche der nativen sowie mit 25ng/ml IFNγ stimulierten Zellen 

verglichen. Es wurde hierbei deutlich, dass beide Zellpopulationen nativ eine moderate 

Ausprägung dieser Oberflächenmoleküle zeigten, welche unter Einfluss von IFNγ 

gleichermaßen stark heraufreguliert wurde. MHCII war, wie für MSC in den Richtlinien 

der ISCT beschrieben auf den nativen Zellen nicht ausgeprägt, konnte jedoch unter 

IFNγ-Stimulierung gleichermaßen in beiden Zelllinien heraufreguliert werden. Die 

costimulatorischen immunologischen Moleküle CD40, CD80 und CD86  waren auf der 

Zelloberfläche beider Zellpopulationen nicht ausgeprägt und ließen sich durch IFNγ 

nicht heraufregulieren.  

Interessanterweise exprimierten beide Zelllinien die Adhäsionsmoleküle CD54 (ICAM-

1) und CD166 (ALCAM), die zur Familie der Integrine gehören und eine tragende Rolle 

in der Transmigration von Zellen spielen. Die Liganden für NK-Zell Aktivierung Hsp70 

und MicA/B konnten auf beiden Zellpopulationen in niedrigen Ausprägungen 

nachgewiesen werden.  

Die tolerogenen Marker HLA-E und HLA-G waren auf den ruhenden Zellen nicht 

detektierbar, wurden unter dem Einfluss von IFNγ jedoch leicht heraufreguliert. Die 

Werte wurden in der FACS Analyse als Fold Change gegenüber einer zum Antikörper 

passenden Isotypkontrolle ermittelt. 

Die in dieser Studie generierten Messwerte erforderten weitergehende 

immunaktivierende Versuche, die das Ziel hatten herauszustellen, ob ein 

altersabhängiger Unterschied in der hervorgerufenen Abstoßungsreaktion besteht, 

oder dieser nur in den biologischen Parametern ausgeprägt ist. 

Um die Zelluläre Abstoßung und eventuelle Unterschiede zwischen den beiden 

Zellpopulationen zu ermitteln, wurden ein unidirektionaler ELISPOT Assay sowie die 

Messung von DSA in der Maus durchgeführt. Für diese Versuche wurden 

immunkompetenten BALB/C Mäusen für die Immunisierung 1x106 MSC in den M. 

gastrocnemius injiziert. Nach 5 Tagen wurden die Milz und das Serum der Tiere 

gewonnen. Aus der Milz wurden Splenozyten isoliert, welche, wenn sie mit inhibierten 

MSC konfrontiert wurden, mit einer Sekretion von IFNγ im Rahmen einer TH1-Antwort 
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und IL-4 als Botenstoff für eine TH2-Antwort reagierten. Die Zytokinsekretion wurde als 

Spot Fraquency computergestützt ausgezählt. Beide MSC Zellpopulationen riefen im 

ELISPOT Assay eine ähnlich starke Immunantwort hervor. Interessanterweise war die 

Immunantwort der Zelllinien untereinander nicht signifikant unterschiedlich, im 

Vergleich der durch andere Zelllinien erfahrungsgemäß ausgelösten Immunantwort 

jedoch relativ niedrig. 

Aus dem im Rahmen der Explantation 5 Tage nach Zellapplikation gewonnenen 

Serum wurden donorspezifische IgM-Antikörper mittels FACS Analyse bestimmt. 

Diese wurden als humorale Antwort auf die Konfrontation der Mäuse mit den MSC 

durch die B-Zellen produziert. Auch in der humoralen Antwort war kein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden aus Knochenmark isolierten MSC Zelllinien 

erkennbar. 

Es konnte sowohl in der Humanmedizin, als auch in der Veterinärmedizin bereits 

gezeigt werden, dass MSC immunmodulatorische Fähigkeiten besitzen [Carrade und 

Borjesson 2010, English und Wood 2013, Nair und Saxena 2013], die unter Anderem 

auf die Produktion des Enzyms IDO zurückzuführen sind [Yagi et al. 2010]. In einem 

Western Blot wurde IDO in Zelllysat von nativen MSC und von mit 500ng/ml IFNγ 48h 

stimulierten MSC ermittelt. Beide MSC Gruppen produzieren im IFNγ- stimulierten 

Zustand annähernd gleiche Mengen an IDO. Im immunologischen Profil und in der 

immunmodulatorischen Kapazität bestand kein signifikanter Unterschied zwischen 

den verschiedenalten Zellpopulationen. Es zeigten sich jedoch zellbiologische 

Unterschiede in Proliferation und Migration, die einen Einfluss auf eine Transplantation 

von Zellen haben. Der Fokus wurde hiernach auf weitere zellbiologische Parameter 

wie Adhäsion und Angiogenese gelegt. 

Um die Unterschiede in der Adhäsion genauer zu betrachten, und diese in 

Zusammenhang mit einer Extravasation zu bringen, wurde die Expression von CD29 

mittels FACS Analyse untersucht. CD29 stellt den Liganden von CD106 auf EC dar. 

Die iMSC trugen signifikant mehr CD29 Moleküle auf ihrer Oberfläche als die aMSC. 

In einem Versuch, der das Adhäsionsverhalten in vitro darstellt, adhärierten signifikant 

mehr iMSC. Hierzu wurden die nativen, mit PKH rot angefärbten, MSC auf native oder 

mit TNFα stimulierte konfluent gewachsene Gefäß-Endothelzellen (EC)   aufpipettiert. 

Auf einem Schüttler wurde der Assay dann bei niedriger Geschwindigkeit für 15 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgten mehrere Waschschritte, wonach 
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eine Auswertung am Fluoreszenzmikroskop vorgenommen wurde. Für die Auswertung 

wurden die adhärierten MSC pro Gesichtsfeld vergleichend ausgezählt (Abb. 14). 

 
Abb. 14: Adhäsionsassay (Stubbendorff et al. Medical Research Archives 2015). PKH gefärbte, 

adhärierte MSC, vergleichende repräsentative Bilder der beiden verschiedenen MSC jeweils auf 

unstimulierten und auf TNFα stimulierten EC. 

 

Es existieren viele Publikationen, in denen MSC als vorteilhaft für Angiogenese 

beschrieben werden [Carrion et al. 2013, Katare et al. 2013]. Ein deutlicher 

Unterschied zwischen den MSC verschiedenalter Spender in der Beeinflussung der 

Angiogenese konnte in verschiedenen Assays herausgearbeitet werden. Zunächst 

fördern die iMSC die Tube Bildung (p<0,001) und die Entstehung von Verästelungen 

(p<0,001) in Co-Kultur mit EC auf Matrigel, welches als Gerüstsubstanz fungiert, 

signifikant. Weiterhin konnte auch eine signifikant stärkere Blutgefäßbildung im CAM 

Assay, gemessen in der Anzahl der Abzweigungen (p<0,001), beobachtet werden, in 

dem Bruteier zum Einsatz kamen. 

Im Angiogenese Membran Array wurden dann die Gründe deutlich, hier wurde eine 

Membran verwendet, welche Antikörper gegen angiogeneserelevante Zytokine trägt. 

Signifikante Unterschiede zwischen der Zytokinausschüttung durch die MSC beider 

Gruppen konnten festgestellt werden. Im konditionierten Medium der iMSC war 

signifikant mehr Angiogenin (p=0,0147), GRO (p=0,0059), Leptin (p=0,0051), IL-8 

(p=0,0046), IL-6 (p=0,0131) und Timp2 (p=0,0210) nachweisbar.  

Angiogenin ist eine Aminosäure, die ein potenter Angiogenese-Stimulator ist. 

Angiogenin ist das Schlüsselprotein in der Gefäßbildung sowohl in physiologischem 

Wachstum, als auch im Tumorwachstum. Es interagiert mit Endothelzellen und glatten 

Gefäßmuskelzellen, was zu Zellmigration, Invasion, Proliferation und der Bildung 

tubulärer Strukturen führt [Gao und Xu 2008]. 
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Growth related oncogene alpha (GRO; CXCL1) gehört zur CXC Chemokinfamilie, es 

wird von verschiedenen Zellen wie Makrophagen, Neutrophilen Granulozyten und 

Endothelzellen exprimiert und ist regulatorisch an der Angiogenese beteiligt. 

Leptin ist ein Proteohormon, welches hauptsächlich in Fettzellen produziert wird. 

Leptin entkoppelt die Zellatmung von der ATP Synthese [Nelson und Cox 2005], dies 

führt dazu, dass Zellen selbst unter schwierigen Bedingungen wie Hypoxie nicht 

zugrunde gehen. Auf diesem Wege werden die an der Gefäßeinsprossung beteiligten 

Zellen versorgt. 

IL-6 erhöht den Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und hat so einen positiven 

Einfluss auf die Angiogenese [Huang et al. 2011, Cohen et al. 1996, Tzeng et al. 2013]. 

Es stimuliert T-Zellen und B-Zellen und begünstigt chronische Inflammationen [Tilg et 

al. 1994, Marin et al. 2002, Gabay 2006]. 

IL-8 steigert direkt das Überleben der Endothelzellen und ihre Proliferation, auf diesem 

Wege wirkt es regulatorisch bei der Angiogenese [Li et al. 2003, Ning et al. 2011]. 

Tissue Metallopeptidase Inhibitor 2 (Timp2) ist ein Protein, welches an der 

Degradierung von extrazellulärer Matrix beteiligt ist. Durch diese Degradierung schafft 

Timp2 gute Voraussetzungen für eine Gefäßeinsprossung, indem es neuen Zellen 

ermöglicht in Gewebe einzuwandern. Es kommt so zu einer Umstrukturierung und zu 

einem Vordringen neuer Blutgefäße. 

Aus den Ergebnissen dieser Studie ergibt sich, dass das Spenderalter bei den aus 

dem Knochenmark gewonnenen MSC keinen Einfluss auf immunologische Parameter 

hat. Es vollziehen sich jedoch mit steigendem Spenderalter deutliche zellbiologische 

Veränderungen. Für eine Transplantation von MSC ist es somit von Vorteil, wenn in 

einem jungen Spenderalter entnommene Zellen verwendet werden können. Junge 

MSC-Populationen eignen sich aufgrund der Überlegenheit ihrer zellbiologischen 

Eigenschaften besonders für regenerative Therapien und bringen hierfür deutliche 

Vorteile mit sich. 
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4.2 Vergleich von MSC aus Knochenmark mit MSC aus der Nabelschnur; eigene 

Studie. 

 

Deuse T, Stubbendorff M, Tang-Quan K, Phillips N, Kay MA, Eiermann T, Phan TT, 

Volk HD, Reichenspurner H, Robbins RC, Schrepfer S. Immunogenicity and 

immunomodulatory properties of umbilical cord lining mesenchymal stem cells. Cell 

Transplant. 2011;20(5):655-67. 

 

Es wird postuliert, dass chronologisch junge MSC aus peripartalen extraembryonalen 

Geweben gegenüber älteren MSC immunprivilegiert sind, ferner wird von einer 

Vielzahl an Firmen die Kryokonservierung von Nabelschnur und anderen peripartalen 

Geweben angeboten. Ein großer Vorteil der Generierung von MSC aus der 

Nabelschnur gegenüber der Generierung aus dem Knochenmark ist die nichtinvasive 

Entnahme der erforderlichen Gewebe. Es handelt sich bei Nabelschnüren um einen 

Rohstoff, der als Nebenprodukt bei Geburten weltweit anfällt. Allein in Deutschland, 

einem vergleichsweise geburtenschwachen Land, wurden nach Angaben des 

Statistischen Bundesamtes im Jahr 2013 682.069 Kinder geboren. Nach den meisten 

Geburten werden die Nabelschnüre verworfen und unschädlich beseitigt. Entschließen 

sich die Eltern zu einer privat finanzierten Kryokonservierung der Nabelschnur, wie sie 

inzwischen vielfach von verschiedenen Firmen angeboten wird, ist dies jedoch nicht 

der Fall. Es stellt sich nun die Frage, ob aus der Nabelschnur gewonnene MSC besser 

als Spenderzellen geeignet sind, als solche, die aus dem Knochenmark isoliert worden 

sind.  

In dieser Studie zielte die Fragestellung darauf, die transplantationsrelevanten 

immunologischen Unterschiede zwischen einer chronologisch sehr jungen MSC 

Population aus Nabelschnurgewebe gesunder ausgetragener Babys (clMSC) und 

einer MSC Population aus dem Knochenmark von gesunden erwachsenen Spendern 

(bmMSC) zu ermitteln. Da die Patienten, welche eine MSC basierte regenerative 

Therapie benötigen häufig ein fortgeschrittenes Lebensalter aufweisen [van der Kraan 

2013, Sykova und Forostyak 2013], wurden in der vorliegenden Studie bmMSC von 

gesunden Personen in einem Alter von über 60 Jahren verwendet. 

Es wurden wiederum beide Zellpopulationen hinsichtlich ihres Phänotyps begutachtet, 

sie waren spindelförmig und wuchsen adhärent an Plastik. Ferner wurde ein Set von 
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für MSC typischen Oberflächenmarkern im FACS untersucht, die Zellen waren positiv 

für MSC-Marker und negativ für hämatopoetische Oberflächenmoleküle. Beide 

Zelllinien ließen sich gleichermaßen einfach in Adipozyten, Chondrozyten und 

Osteozyten differenzieren. Nach den Mindestanforderungen der ISCT handelt es sich 

somit nachgewiesen um MSC. 

In der Proliferation zeigten sich die clMSC signifikant stärker ab Tag 3 des MTT Assays 

(p<0,005). Die Zellen wurden über einen Zeitraum von 5 Tagen hinsichtlich ihrer 

Proliferation vergleichend untersucht. An Tag 0 wurde die gleiche Zellzahl an clMSC 

und bmMSC vorgelegt, hiernach fand täglich eine colorimetrische Ermittlung der 

Zellzahl statt. Unterschiede in der Zellzahl stellen sich als Intensitätsunterschiede in 

der absorption von Licht in der Messung im ELISA Reader dar. 

In der FACS Analyse wurden die relevanten Oberflächenmoleküle für Antigenität, 

costimulatorische Eigenschaften und einige tolerogene Marker in nicht stimuliertem 

Zustand und entzündlichem Milieu, imitiert durch IFNγ-Stimulierung, bestimmt. Die 

clMSC zeigten eine signifikant schwächere Ausprägung von HLA-ABC (p<0,001) und 

dem damit assoziierten β2-Mikroglobulin (p=0,001) im Vergleich mit den bmMSC. 

Beide MSC waren negativ für HLA-DR und costimulatorische Faktoren CD40, CD80 

und CD86. Nach Stimulierung mit 25ng/ml IFNγ stiegen die Expressionen von HLA-

ABC, damit assoziiertem β2-Mikroglobulin und HLA-DR auf beiden Zellpopulationen 

signifikant an, während die costimulatorischen Marker negativ blieben. Der tolerogene 

Marker HLA-E ließ sich auf beiden Zelllinien unter IFNγ signifikant heraufregulieren 

(clMSC p=0,012, bmMSC p=0,033). Während die Ausprägung von an der 

Zelloberfläche befindlichem HLA-G unverändert blieb, ließ sich das intrazelluläre HLA-

G unter IFNγ-Einfluss ebenfalls signifikant heraufregulieren (clMSC p=0,005, bmMSC 

p=0,043).  

Eine IFNγ-Stimulierung mit 25ng/ml wurde als realistisch im Gewebe vorliegender 

Wert bei einer moderaten Inflammation angenommen. Es konnte für die MSC ein Veto-

Effekt gezeigt werden. Dieser Veto-Effekt äußerte sich darin, dass bei weiter 

angehobenen IFNγ-Stimulierungen bis hin zu einem Wert von 500ng/ml, die 

Oberflächenexpression von HLA-ABC, damit assoziiertem β2-Mikroglobulin und HLA-

DR auf beiden Zellpopulationen wieder abnahm. Gleichzeitig kam es jedoch zu einem 

kontinuierlichen Anstieg der HLA-E und HLA-G Expression. 
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Die Freisetzung der tolerogenen Zytokine TGFβ und IL-10 wurde in ELISPOT Assays 

ermittelt. In diesen ELISPOT Assays wurden MSC mit und ohne IFNγ Stimulierung 

verwendet und die Sekretion von TGFβ und IL-10 wurde unter Nutzung spezifischer 

Antikörper ermittelt. Unter nativen Bedingungen produzierten beide Zelllinien TGFβ, 

wobei die durch die clMSC freigesetzten Mengen signifikant höher waren (p=0.03) als 

die der bmMSC. Ausschließlich die clMSC gaben in diesem Assay im nativen Zustand 

detektierbare Mengen an IL-10 ab (clMSC vs. bmMSC p<0,001). Nach Imitation eines 

entzündlichen Milieus mittels IFNγ-Stimulierung der MSC, sezernierten beide Zelllinien 

signifikant mehr TGFβ und IL-10.  

Die Produktion von IDO, ermittelt im Western Blot, war im nativen Zustand auf beiden 

Zelllinien sehr niedrig, konnte jedoch unter 500ng/ml IFNγ signifikant gesteigert 

werden (clMSC p<0,001, bmMSC p=0,041). 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass zwischen den clMSC und bmMSC wesentliche 

Unterschiede in den antigenen Eigenschaften bestehen, wurden beide Zelllinien in 

einem unidirektionalen ELISPOT verglichen. Hierzu wurden die Zellen in den M. 

gastrocnemius von immunkompetenten BALB/C Mäusen injiziert, nach 5 Tagen wurde 

die Milz der Tiere gewonnen. Splenozyten wurden isoliert und mit den gleichen MSC 

die zuvor den Mäusen injiziert worden waren, inkubiert. Die Splenozyten (T-Zellen) 

reagierten mit einer Sekretion von IFNγ (TH1 Antwort) und IL-4 (TH2 Antwort), welche 

detektiert wurden. Die bmMSC waren deutlich immunogener als die clMSC. 

Unterschiede zeigten sich eindrucksvoll in der TH1 Antwort, die bei den bmMSC 10,8 

Fach stärker war als die durch clMSC (p<0,001) hervorgerufene, und in der TH2 

Antwort, die 3,4 Fach stärker war als die durch clMSC (p<0,001) hervorgerufene 

(vergleiche Abb. 10).  

Beide MSC Linien ließen sich sehr effektiv lentiviral mit Luziferase transfizieren. In der 

longitudinalen Betrachtung der Abstoßung in immunkompetenten BALB/C Mäusen 

waren die bmMSC nach 7,2 ± 0,9 Tagen, und die clMSC nach 10,9 ± 1,2 Tagen nicht 

mehr detektierbar. Es konnte hier demnach ein signifikant längeres Überleben von 

clMSC nach Xenotransplantation (p<0,001) gezeigt werden.  

In immundefizienten SCIDbeige Mäusen, in denen ein Überleben ohne Abstoßung 

gezeigt werden sollte, waren beide Zelllinien länger (bmMSC 14,7 ± 2,5 Tage, clMSC 
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17,0 ± 2,8 Tage) detektierbar. Die SCIDbeige Maus zeichnet sich durch eine 

beeinträchtigte T- und B-Zell-Entwicklung aus, was zu einer Immundefizienz der T-

Zellen und B-Zellen führt. Diese Mäuse sind nicht in der Lage eine T-Zell-vermittelte 

Abstoßung durchzuführen, können aber auch keine B-Zell Antikörper produzieren und 

sind somit auch zur antikörpervermittelten Abstoßung nicht fähig. Unter der Nutzung 

der immunologisch stark beeinträchtigten (severe combined immunodeficient) 

SCIDbeige Maus sollte gezeigt werden, dass xenogen applizierte MSC graduell 

absterben. Sie gehen auch dann zugrunde, wenn sie nicht aktiv vom Immunsystem 

des Empfängers attackiert werden. Das Absterben der applizierten MSC ist 

multifaktoriell. Zum Einen haben die Zellen bei der Applikation Stress erfahren, zum 

Anderen sind sie mit der Applikation in einen Muskel in ein nicht ideales Milieu injiziert 

worden, in welchem eine adäquate Versorgung mit Nährstoffen nicht gewährleistet 

werden kann.  

In einem allogenen ELISPOT Assay, wurden die MSC mit humanen PBMC inkubiert. 

Die clMSC aktivierten die T-Zell-Antwort von PBMC nicht signifikant, während die 

bmMSC die IFNγ Freisetzung (TH1 Antwort) durch PBMC (p=0,001) und auch die IL-2 

Freisetzung (p=0,014) signifikant anregten. IL-2 ist ein Peptidhormon, welches einen 

generellen T-Zell Wachstumsfaktor darstellt, es ist notwendig für T-Zell Wachstum, 

Proliferation und Differenzierung. IL-2 wird während einer Immunantwort durch die T-

Zellen selber produziert [Cantrell und Smith 1984, Smith 1988]. 

In einer MLR wurden humane PBMC von zwei HLA fremden Personen miteinander 

inkubiert. Die PBMC eines der Spender wurden mit Mitomycin inhibiert, sie stellten die 

Effektorzellen, die PBMC des Empfängers sezernierten durch den ausgeübten Reiz 

Zytokine. Die Mixed Lymphocyte Reaktion wurde zusammen mit clMSC, 

beziehungsweise bmMSC inkubiert. Während beide Zelllinien durch ihre Anwesenheit 

und ihre ausgeübten parakrinen Effekte die IL-2 Sekretion der PBMC signifikant 

reduzierten (beide p<0,001), waren die clMSC hierbei signifikant potenter als die 

bmMSC (p<0,001). 

Die hier erhobenen Daten zeigen eindrucksvoll, dass die clMSC hinsichtlich ihrer 

Proliferationsgeschwindigkeit, ihrer niedrigeren Immunogenität und ihrer stärkeren 

immunmodulatorischen Fähigkeiten den bmMSC für eine Transplantation vorzuziehen 

sind. Chronologisch junge MSC, welche aus der Nabelschnur gewonnen wurden, sind 
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den Ergebnissen dieser Studie nach für eine Transplantation gegenüber solchen, die 

aus Knochenmark gewonnen wurden, zu favorisieren. 

 

 

4.3 Vergleich von MSC aus verschiedenen Kompartimenten der extraembryonalen 

Gewebe; eigene Studie. 

 

Stubbendorff M, Deuse T, Hua X, Phan TT, Bieback K, Atkinson K, Eiermann TH, 

Velden J, Schröder C, Reichenspurner H, Robbins RC, Volk HD, Schrepfer S. 

Immunological Properties of Extraembryonic Mesenchymal Stromal Cells Derived from 

Gastational Tissue. Stem Cells Dev. 2013 Oct 1;22(19):2619-29.  

 

Nachdem sich die MSC aus der Nabelschnur in der vorherigen Studie gegenüber aus 

Knochenmark generierten MSC als zu bevorzugende Population herausgestellt 

haben, sollen hier eventuelle Unterscheide zwischen Zellen aus verschiedenen 

Kompartimenten peripartaler extraembryonaler Gewebe erarbeitet werden. Es soll die 

Frage beantwortet werden, ob sämtliche MSC aus peripartalen Geweben aufgrund 

ihrer immunmodulatorischen Aufgaben während der Schwangerschaft und wegen 

ihres jungen chronologischen Alters gleichermaßen immunprivilegiert sind und gleiche 

biologische Parameter aufweisen. 

In dieser Studie wurden als repräsentative Zellpopulationen aus peripartalen Geweben 

MSC aus vier deutlich voneinander abgrenzbaren Regionen ausgewählt. MSC aus 

Nabelschnurgewebe (CL-MSC), Nabelschnurblut (CB-MSC), Plazenta (P-MSC) und 

Wharton´s Jelly (WJ-MSC) wurden einem direkten Vergleich hinsichtlich ihrer 

zellbiologischen Eigenschaften, ihrer Immunogenität und ihrer immunmodulatorischen 

Fähigkeiten unterzogen. 

Alle vier Zelllinien zeigten sich morphologisch spindelförmig und wuchsen an Plastik 

adhärent. Die für MSC Charakteristischen Oberflächenmoleküle konnten in den 4 

gewählten MSC Populationen gleichermaßen nachgewiesen werden und die Zellen 

zeigten sich negativ für hämatopoetische Marker. Die Differenzierung in Osteozyten 

und Chondrozyten gelang für alle vier Zelllinien, wobei sich mit dem gewählten 

Differenzierungsprotokoll ausschließlich die CL-MSC in Adipozyten differenzieren 

ließen. 
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Zusammengefasst erfüllten somit nur die CL-MSC alle Kriterien für MSC der 

International Society for Cellular Therapy [Dominici et al. 2006]. Für den weiteren 

Fortgang der Studie wurden danach alle 4 MSC Populationen ungeachtet des 

Ergebnisses für die Differenzierung zu Adipozyten gleichermaßen betrachtet und als 

MSC angesehen und in den Versuchen einander gegenübergestellt. 

Um Unterschiede in der Proliferationsgeschwindigkeit zu ermitteln, wurden alle vier 

MSC Zelllinien in einem MTT Assay verglichen. Im MTT Assay zeigten die CL-MSC 

signifikant höhere Proliferationsraten als die P-MSC und WJ-MSC (p<0,01). Im Scratch 

Assay, in dem die Migrationsfähigkeit der Zellen betrachtet wurde, konnten die CL-

MSC signifikant schneller in die Kratzwunde einwandern als CB-MSC, P-MSC und WJ-

MSC (p<0,001). 

Hinsichtlich der Immunogenität zeigten die CL-MSC die niedrigste HLA-ABC, β2-

Mikroglobulin und HLA-DR Expression und zudem die niedrigste Heraufregulierung 

der genannten Oberflächenmoleküle nach 48h Stimulierung mit 25ng/ml IFNγ. 

Hinsichtlich der costimulatorischen Moleküle CD40, CD80 und CD86 konnten keine 

signifikanten Unterschiede zwischen den vier Zellgruppen beobachtet werden. Alle 

getesteten costimulatorischen Moleküle waren auf den nativen MSC negativ in ihrer 

Ausprägung und konnten unter dem Einfluss von IFNγ nicht heraufreguliert werden. 

Die 4 MSC Populationen wurden mit Luziferase transfiziert und das im BLI detektierte 

Signal der Zellen korrelierte mit der Zellzahl. Um die Abstoßung zu betrachten, wurden 

1x106 MSC xenogen immunkompetenten BALB/C Mäusen in den M. gastrocnemius 

injiziert. Eine Untersuchung der injizierten Tiere im BLI zeigte, dass CL-MSC nach 11 

Tagen vollständig abgestoßen worden waren, und somit signifikant länger in der Maus 

vorlagen als die anderen 3 MSC Populationen (p<0,01). Die Abstoßung der P-MSC ist 

nach 7 Tagen, die der CB-MSC und WJ-MSC nach 8 Tagen erfolgt. 

Um zu ermitteln, ob die Unterschiede im Zellüberleben dadurch zustande kamen, dass 

die MSC eine unterschiedliche TH1 beziehungsweise TH2 Antwort provozieren, wurden 

unidirektionale ELISPOT Assays durchgeführt. Hierzu wurden MSC in den M. 

gastocnemius immunkompetenter BALB/C Mäuse injiziert und nach 5 Tagen wurden 

die Splenozyten der Tiere für den ELISPOT gewonnen. Die CL-MSC riefen hierbei im 
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direkten Vergleich aller 4 MSC Zelllinien die geringste Immunantwort sowohl in den 

TH1 als auch in den TH2 Zellen hervor. 

In einem ELISPOT, in dem humane allogene PBMC als Responder fungierten, 

provozierten CB-MSC und WJ-MSC eine starke TH1 Antwort. CL-MSC und P-MSC 

riefen eine geringe TH1 Antwort hervor. Überraschenderweise war der HLA-

Diskrepanz der CL-MSC zu den PBMC von allen 4 extraembryonalen MSC Linien am 

größten. 

Die immunmodulatorischen Fähigkeiten wurden als Expression von HLA-E und HLA-

G sowie als IDO, IL-2, IL-10 und TGFβ Sekretion untersucht. 

Der NK-Zell-Ligand HLA-E erfuhr eine Heraufregulierung unter 25ng/ml IFNγ, welche 

jedoch nur bei den CB-MSC signifikant war. Die Heraufregulierung des HLA-G, 

welches mit dem immunsuppressiven Phänotyp der MSC assoziiert ist, unter 25ng/ml 

IFNγ Stimulierung war ebenfalls nur für die CB-MSC signifikant. 

Die Produktion von IDO war bei den nativen Zellen nicht detektierbar und wurde unter 

dem Einfluss von IFNγ in allen 4 MSC Populationen gleichermaßen stark angehoben.  

Interessanterweise konnte im ELISA bei allen 4 MSC Populationen kein IL-2 oder IL-

10 detektiert werden, jedoch wurde eine TGFβ Produktion nachgewiesen. Die P-MSC 

zeichneten sich durch eine signifikant höhere TGFβ Sekretion aus als alle anderen 

untersuchten MSC Populationen (p<0,05). 

Hinsichtlich der 4 verglichenen peripartalen extraembryonalen MSC Populationen 

zeigten sich die CL-MSC als am vielversprechendsten für weitere Forschung zur 

Anwendung in zellbasierten Therapien. Es ist bei der Auswahl peripartaler Gewebe für 

eine Transplantation und zellbasierte Therapien wichtig zu beachten welches 

peripartale Gewebe zur Gewinnung der Zellen genutzt wird. 

 

 

 

 

 

 

4.4 Abstoßung von Zellen mit empfängerfremden Mitochondrien; eigene Studie. 
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Deuse T, Wang D, Stubbendorff M, Itagaki R, Grabosch A, Greaves LC, Alawi M, 

Grünewald A, Hu X, Hua X, Velden J, Reichenspurner H, Robbins RC, Jaenisch R, 

Weissman IL, Schrepfer S. SCNT-derived ESCs with mismatched mitochondria trigger 

an immune response in allogeneic hosts. Cell Stem Cell. 2015 Jan 8;16(1):33-8. 

In der hier angeführten Studie handelt es sich um eine Vergleichsstudie hinsichtlich 

der Abstoßung unter Nutzung einer Methode, mit der Spenderzellen erzeugt und 

hierbei so prozessiert werden, dass sie dem Empfänger teilweise fremd sind. Die 

applizierten Zellen unterscheiden sich in ihren Mitochondrien von dem Empfänger. Die 

Zellen wurden durch somatischen Nukleustransfer erzeugt.  

Die Erzeugung genetisch veränderter pluripotenter Zellen mittels SCNT kann in 

Mauszellen durchgeführt werden [Sato et al. 2005]. Für die vorliegend angeführte 

Studie wurde der SCNT wie bereits in der Literatur beschrieben durchgeführt [Kirak et 

al. 2010]. Bei der Methode des SCNT wird der Nukleus eines Fibroblasten in eine 

somatische Zelle, genauer eine Oozyte, aus der zuvor der Kern entfernt worden ist, 

verbracht [Noggle et al. 2011]. Unter Nutzung des SCNT Verfahrens sollen autologe 

pluripotente Stammzellen für spezifisch an den individuellen Patienten angepasste 

Therapien erzeugt werden. 

Embryonale Stammzellen mit Nukleus Transfer (NT-ESC) konnten erfolgreich von der 

Maus erzeugt werden [Munsie et al. 2000]. Es ist bekannt, dass es zur Erzeugung 

gesunder NT-ESC notwendig ist, die Genexpression zwischen mitochondrialem und 

nukleärem Genom aufeinander abzustimmen [Woodson und Chory 2008, Innocenti et 

al. 2011]. 

Die vorliegende Studie wurde unter Nutzung von ESC der Maus, welche durch 

Nukleustransfer innerhalb der gleichen Mauslinie erzeugt wurden, sogenannten 

isoESC, und NT-ESC der Maus durchgeführt. Verglichen wurde hierbei die ausgelöste 

Abstoßungsreaktion, die die Zellen nach Applikation hervorriefen. Die Zellen wurden 

in verschiedenen Spender-Empfänger Kombinationen Mäusen appliziert. Es wurde 

unter Anderem die Applikation von empfängeridentischen isoESC, mit mitochondrial 

fremden NT-ESC, mit kernfremden NT-ESC und mit komplett fremden isoESC oder 

NT-ESC durchgeführt. 
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In der angeführten Arbeit konnte gezeigt werden, dass allogene Mitochondrien in 

murinen NT-ESC eine adaptive Immunantwort hervorrufen können, welche das 

Überleben von NT-ESC Grafts beeinträchtigt. Die genutzten NT-ESC wurden wie in 

der Literatur beschrieben [Kirak et al. 2010] erzeugt, indem der Zellkern aus B6D2F1 

Oozyten entfernt wurde, wonach der Nukleus eines Fibroblasten von einer Balb/C 

Maus eingebracht wurde. Hieraus wurden dann in der Folge ESC erzeugt (NT-ESC). 

Als Vergleichszellen wurden in der Studie isoESC von BALB/C Mäusen genutzt.  

Die Pluripotenz beider verwendeter Zellinien wurde über die Detektierung von 

Pluripotenzmarkern auf der Zelloberfläche in der FACS Analyse und mittels 

Teratombildung in immuninkompetenten Mäusen nachgewiesen. In ELISPOT Assays 

konnte eine unterschiedlich starke Abstoßungsreaktion, welche in ihrer Ausprägung 

im Zusammenhang mit dem Haplotypunterschied zwischen dem Donor und dem 

Empfänger steht, nachgewiesen werden. 

Um die unterschiede in der zellulären Abstoßung darzustellen wurden unter der 

Verwendung von ganzen NT-ESC und isoESC ELISPOT Assays durchgeführt, in 

denen verschiedene Spender-Empfänger Konstillationen Betrachtung fanden.  

Für die Darstellung der TH1- und TH2-Antwort auf Zellbestandteile (Mitochondrien und 

Zytosol) wurden Mitochondrien und Zytosol von einer definierten Zellzahl isoliert und 

als Stimulator-Agentien sowohl für die Injektion in die Maus, als auch im ELISPOT 

Assay selber verwendet. 

In Anlehnung an die Medawar Experimente [Ribatti 2015] wurden neonatale Mäuse 

mit Mitomycin inhibierten NT-ESC injiziert um dann als erwachsene Tiere für die 

Durchführung eines ELISPOT Assays mit diesen Zellen re-injiziert zu werden. Eine 

Immuntoleranz auf die NT-ESC konnte auf diese Weise erreicht werden. 

Zusammenfassend konnte innerhalb der hier angeführten Studie gezeigt werden, dass 

dem Empfänger fremde Mitochondrien in NT-ESC eine Alloantigenität besitzen, 

welche eine Abstoßungsreaktion auslöst. Die Alloimmunantwort des Empfängers 

gegen NT-ESC mit fremden Mitochondrien ist schwächer als die gegen gänzlich MHC 

fremde ESC. Ferner ist die Immunantwort adaptiv, sie ist gegen die Mitochondrien 

gerichtet und eine Toleranz kann induziert werden. 
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4.5 Abstoßung nach heterotoper Herztransplantation; eigene Studie. 

 

Deuse T, Hua X, Taylor V, Stubbendorff M, Baluom M, Chen Y, Park G, Velden J, 

Streichert T, Reichenspurner H, Robbins RC, Schrepfer S. Significant Reduction of 

acute cardiac allograft rejection by selective Janus Kinase-1/3 inhibition using R507 

and R545. Transplantation 2012;94:695-702.  

 

Immunsupprimierende Medikamente erhöhen die Morbidität und Mortalität der 

Patienten, die einer Herztransplantation unterzogen wurden signifikant [Stehlik et al. 

2010]. Neue Medikamente sollen durch ihre hohe Spezifität nebenwirkungsärmer sein, 

sie wirken an verschiedenen Punkten der Antigen präsentierenden Zelle (APC) - T Zell 

Interaktion [Halloran 2004]. Die Zielstrukturen dieser Medikamente schließen 

verschiedene Moleküle ein, wie zum Beispiel Thyrosinkinasen, Mitogen-aktivierte 

Proteinkinasen [Wang et al. 2007], Phosphoinositid-3-Kinase [Haidinger et al. 2011], 

sowie Chemokin-Rezeptoren [Li et al. 2011]. Bedauerlicherweise wurden trotz 

intensiver Forschung in der letzten Dekade keine neuen Medikamente zur 

Immunsupprimierung entwickelt, die Marktreife erlangt haben [Vincenti und Kirk 2008]. 

In Präklinischen Studien vielversprechende Substanzen wie FTY720 [Hoitsma et al. 

2011] und FK778 [Guasch et al. 2010] versagten in klinischen Tests [Zeng et al. 2005, 

Pan et al. 2006]. Neue Zielmoleküle für die Immunsupprimierung stellen die im 

Zytoplasma vorliegenden Janus Kinasen (JAK) dar. Die JAK spielen in den 

Signalkaskaden vieler Zelloberflächenmoleküle, besonders bei Zytokinrezeptoren, 

eine wichtige Rolle [O´Shea et al. 2004]. Immunsuppressive Effektivität konnte für eine 

Vielzahl von JAK Inhibitoren gezeigt werden [Behbod et al. 2001, Borie et al. 2005, 

Deuse et al. 2008, Higuchi et al. 2005, Stepkowski et al. 2001, Velotta et al. 2009, 

Wang et al. 1999]. Die gesteigerte Selektivität für JAK1/3 und die Vermeidung der 

Beeinflussung von JAK2 stellt weiterhin eine Herausforderung in der 

Medikamentenentwicklung dar [Vincenti und Kirk 2008].  

In dieser Studie wurden im Rattenmodell heterotop Herzen transplantiert um die 

Abstoßung nach Transplantation und die Beteiligung der T-Zellen zu beurteilen. Es 

wurden Herzen von Brown Norway Ratten in die Bauchhöhle von Lewis Ratten 

transplantiert. Bei der Transplantation von Brown Norway Ratten auf Lewis Ratten 

handelt es sich um eine High Responder Kombination, die Ratten weisen genetisch 
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hinsichtlich ihrer MHC Moleküle deutliche Unterschiede auf. Bei der hier gewählten 

Rattenstamm-Kombination handelt es sich um ein Modell für die akute Abstoßung, in 

der besonders die akut-zelluläre Abstoßung eine tragende Rolle spielt.  

Eine Behandlung der Tiere wurde mit zwei neuen selektiven JAK1/3 Inhibitoren 

durchgeführt. Die Vergleichsgruppe wurde mit Tacrolimus, einem Calcineurininhibitor 

behandelt. Tacrolimus gilt momentan als Goldstandard unter den gegen T-Zellen 

gerichteten Immunsuppressiva nach Herztransplantation und andern 

Transplantationen solider Organe. Die beiden neuen JAK1/3 Inhibitoren tragen die 

Namen R507 und R545. Die neuen JAK1/3 Inhibitoren wurden unserer Arbeitsgruppe 

von dem Pharmakonzern Rigel zur Verfügung gestellt, woraus sich der Präfix „R“ 

ergibt, die darauf folgenden Nummern wurden den verschiedenen Ansätzen der 

Medikamente bei Rigel fortlaufend zugeteilt. 

Um die Abstoßung beurteilen zu können, wurden die Tiere in eine 5-Tages-Studie und 

eine Survival-Gruppe eingeteilt. Die Tiere in den beiden Übergruppen wurden noch 

einmal in je 8 Untergruppen eingeteilt, wobei es eine Syngene Gruppe mit 

Transplantationen von Lewis zu Lewis Ratte gab, und sieben allogene in denen das 

Herz von einer Brown Norway Ratte in eine Lewis Ratte transplantiert wurde. Die 

allogen transplantierten Tiere wurden wie folgt randomisiert in sieben Gruppen 

eingeteilt: keine Medikation, Tacrolimus Low Dose (LD), Tacrolimus High Dose (HD), 

R507 LD, R507 HD, R545 LD, R545 HD. Die Medikamentenapplikation erfolgte einmal 

täglich für Tacrolimus und zweimal täglich im Abstand von 12 Stunden im Falle der 

Rigel Präparate, gewichtsadaptiert oral mittels direkter Applikation in den Magen über 

eine Knopfkanüle. 

Die Herztransplantate der Tiere mit 5 Tagen Beobachtungszeit wurden entnommen 

und für histologische Schnitte aufbereitet. Histologisch waren an HE gefärbten 

Paraffinschnitten der Herzen aus der 5-Tages Gruppe deutliche Unterschiede 

zwischen den Gruppen zu erkennen. Mittels einer Bewertungsskala der International 

Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT) kann eine Klassifizierung des 

Grades der Abstoßung erfolgen [Maleszewski et al. 2011]. Das ISHLT Scoring zeigte, 

dass die Tiere, welche mit dem JAK1/3 Inhibitor R545 HD behandelt wurden die 

geringsten Myokardschäden im Sinne einer Abstoßung aufwiesen. In der allogenen, 

unbehandelten Gruppe wiesen die transplantierten Herzen an Tag 5 massive 

pathologische Anzeichen für eine akute Abstoßung auf. Das Myokard war zerstört, es 



62 

 

 

lag eine massenhafte Gewebeinfiltration durch mononukleäre Zellen im Myokard vor, 

begleitet von Einblutungen und Ödembildung sowie Zeichen für eine Vaskulitis. Alle 

Behandlungsgruppen zeigten in ihrem ISHLT Scoring einen dosisabhängigen Effekt. 

Bei den HD Tieren aller Behandlungsgruppen waren die Effekte der Abstoßung 

deutlich geringer ausgeprägt. 

Verglichen mit der unbehandelten Gruppe, in der es als Antwort auf die Donorantigene 

zu einer starken IFNγ, IL-4 und IL-17 Freisetzung durch Lymphozyten kam, konnte die 

IFNγ und IL-4 Freisetzung in allen Behandlungsgruppen signifikant verringert werden 

(p<0,001), bei IL-17 gab es nur geringe Veränderungen. Diese systemische 

Abstoßungsreaktion wurde mittels ELISPOT Assay nachgewiesen. 

In der Survival-Gruppe verlängerten alle drei Medikamentengruppen das 

Transplantatüberleben gleichermaßen signifikant verglichen mit der Gruppe ohne 

Behandlung von (p<0,05). Die HD Gruppen ließen zudem ein signifikant längeres 

Transplantatüberleben verglichen mit den LD Gruppen zu (p<0,002). Das 

Transplantatüberleben, in den survival Gruppen palpatorisch ermittelt als Herzschlag 

des Transplantates, konnte von 8 Tagen in der nicht behandelten allogenen Gruppe 

auf bis zu 25 Tage in der mit HD R507 behandelten Gruppe gesteigert werden. 

In einem weiteren Versuch mit einer kombinierten Behandlung von R507 LD bzw. 

R545 LD mit Tacrolimus LD konnte das Transplantatüberleben sogar auf bis zu 30 

Tage angehoben werden. 

Die behandelten Tiere zeigten während des Behandlungszeitraumes keine 

äußerlichen Anzeichen von Nebenwirkungen wie Unwohlsein, gastrointestinalen 

Symptomen oder neurologischen Ausfallserscheinungen. In Blutausstrichen konnten 

bei den R507 und R545 behandelten Tieren keine Veränderungen der 

Erythrozytenlevels, wie es für JAK-Inhibitoren beschrieben ist, beobachtet werden. Die 

Hämoglobinwerte bewegten sich ebenfalls im Normbereich. In allen drei HD Gruppen 

konnten jedoch Erhöhungen in den High Density Lipoprotein-Werten (HDL) und ein 

Absinken der Low Density Lipoproteine (LDL) beobachtet werden. 

Eine Kombination von R507 LD bzw. R545 LD mit Tacrolimus LD verringerte die 

Nebenwirkungen und verlängerte das Transplantatüberleben auf bis zu 30 Tage. Die 

in den HD Gruppen auftretenden Verschiebungen in den Blutwerten konnten in den 

Kombinations-Gruppen nicht beobachtet werden. 
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Die Abstoßung der transplantierten Herzen ist in besonderem Maße T-Zell basiert, 

eine Abschwächung oder Unterdrückung der T-Zell-Reaktion verringert die Abstoßung 

signifikant. Die in dieser Studie verwendeten JAK1/3 Inhibitoren zeigen im Vergleich 

zu gängig angewendeten Immunsuppressiva in der vorliegenden Studie nur geringe 

Nebenwirkungen. 

 

 

4.6 Modell für abstoßungsassoziierte Transplantat Vaskulopathie (TVP); Eigene 

Studie 

Stubbendorff M, Deuse T, Hammel A, Robbins RC, Reichenspurner H, Schrepfer S. 

Orthotopic aortic transplantation: a rat model to study the development of chronic 

vasculopathy. J Vis Exp. 2010 Dec 4;(46).  

In dieser Studie wird ein Modell beschrieben, in dem durch Transplantation der Aorta 

in Ratten eine T-Zell getriggerte Transplantat Vaskulopathie (TVP) entsteht. In 

Abhängigkeit der Wahl von Spender- und Empfängerstamm kann bei in Ratten 

durchgeführten Transplantationsstudien eine akute oder chronische Abstoßung 

immittiert werden. Bei Rattenstämmen, die als sogenannte High Responder 

Kombinationen bezeichnet werden, unterscheidet sich der MHC Typ stark, was zu 

einer starken Abstoßungsreaktion (akut) des präsentierten Spenderantigens führt. In 

sogenannten Low Responder Kombinationen besteht ein weniger stark ausgeprägter 

MHC Typ Unterschied, woraus ein milderer Verlauf der Abstoßung (chronisch) 

resultiert.  

Das Modell der Aortentransplantation lässt die Untersuchung von 

abstoßungsassoziierten Vaskulopathien zu. Die orthotope Aortentransplantation wird 

hier als End-zu-End Anastomose durchgeführt. Die Möglichkeit die Vaskulopathie an 

einem isolierten Blutgefäß zu betrachten gibt dem Wissenschaftler eine hohe 

Vergleichbarkeit bei guter histologischer Auswertbarkeit.  

Das Modell eignet sich vornehmlich für die Darstellung der Vaskulopathie wie sie in 

der chronischen Abstoßung nach Transplantation im Patienten manifest wird 

[Mennander et al. 1991]. Durch die funktionelle Transplantation der Aorta des 

Spenders in die Position eines Abschnitts der abdominalen Aorta des Empfängers ist 

hier ein physiologischer Blutdruck gegeben. Das Empfängerblut, welches post 
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Transplantationem durch die Spenderaorta fließt, beinhaltet alle an einer potentiellen 

Abstoßung beteiligten Zellen. Es kommen PBMC, die physiologisch an der Abwehr 

von Fremdantigen jeglicher Genese beteiligt sind, direkt mit dem Spendergewebe in 

Kontakt. An der Oberfläche der Zellen des Spenderblutgefäßes sind Moleküle 

exprimiert, die von den PBMC erkannt werden und einigen Zellpopulationen die 

Extravasation ermöglichen. Durch Extravasation gelangen so Immunzellen des 

Empfängers in die tieferen Schichten der Wand der Spendergefäßes, hier wird ein 

inflammatorischer Prozess in Gang gesetzt, welcher im Zusammenhang mit einer 

Abstoßung zu erwarten ist. Diese Infiltration von Empfängerimmunzellen in die 

Gefäßwand kann nach Explantation der Spenderaorta in histologischen Schnitten 

dargestellt und in seiner Intensität bewertet werden. 
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5  Übergreifende Diskussion 

Mesenchymale Stroma Zellen haben in den letzten zwei Dekaden an Bedeutung für 

regenerative Therapien [Caplan 2007], als Immunmodulatoren in der Graft-versus-

Host-Disease [Le Blanc et al. 2004, Le Blanc et al. 2004] sowie in der Therapie von 

Autoimmunerkrankungen [Urban et al. 2008] gewonnen. Verschiedene 

Stammzelleffekte werden auch für ihre kardioprotektive und kardioregenerative 

Wirkung verantwortlich gemacht, was diese Zellgruppe für den Einsatz in der Therapie 

des Herzens interessant macht. Mesenchymale und hämatopoetische Stammzellen 

vermitteln parakrine Effekte, dies geschieht durch die Produktion von Zytokinen 

[Burchfield und Dimmeler 2008]. MSC unterstützen über Angiogenesefaktoren die 

Revaskularisierung ischämischer Areale, stabilisieren die Extrazellulärmatrix und 

reduzieren das ventrikuläre Remodeling [Badorff und Dimmeler 2006]. 

Antiapoptotische Mediatoren werden von MSC sezerniert [Westenfelder und Togel 

2011, Li et al. 2009].  

In den vorliegenden Arbeiten wurden immunologische, immunmodulatorische und 

zellbiologische Parameter betrachtet. Diese Eigenschaften haben Relevanz für die 

Eignung von MSC verschiedener Genese zum Einsatz für regenerative zellbasierte 

Therapien. 

Die Fähigkeit antiapoptotische Mediatoren zu sezernieren konnte in den vorliegenden 

Studien an der Sekretion von IDO, IL-10, TGFβ sowie anderen Zytokinen gezeigt 

werden. Die gemessenen Daten bestätigen die Ergebnisse in der Literatur 

[Westenfelder und Togel 2011, Soulez et al. 2010, Li et al. 2009]. Besonders mittels 

der Steigerung der Produktion von IDO im entzündlichen Milleu, welches durch 

Zugabe von IFNγ in vitro imitiert wurde, sind MSC in der Lage T-Zellen, die eine 

Abstoßung applizierter Zellen bedingen, in ihrem inaktiven Zustand zu halten. Die 

negative Wirkung von Zytokinen auf die T-Zell Aktivierung konnte vielfach gezeigt 

werden [Jaronen und Quintana 2014, Holtzhausen et al. 2014], diese wird in der 

Literatur kontrovers im Zusammenhang mit verschiedenen Tumorerkrankungen 

diskutiert. 

Die MSC sollen durch parakrine Effekte bei regenerativen Therapien auch das 

geschädigte Gewebe des Empfängers vor dem Niedergang bewahren. So kann die 
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Stammzelltransplantation beispielsweise über eine Aktivierung von ortsansässigen 

kardialen Stammzellen die endogene Myokardregeneration unterstützen [Engelmann 

und Franz 2006]. Durch die vielen benefiziellen Eigenschaften von MSC auf 

ischämisches Gewebe besteht ein großes wissenschaftliches Interesse in der 

Erforschung von therapeutischen Anwendungen nach einem Infarkt. Nach einer 

Ischämie kommt es zum Untergang von Zellen in dem betroffenen ischämischen 

Gewebe. Dies ist auch der Fall wenn eine Reperfusion stattgefunden hat. Je länger 

die Ischämie angedauert hat, bevor es wieder zur Reperfusion gekommen ist, desto 

höher ist die Zahl geschädigter Zellen. Der Herzinfarkt ist ein klassisches Beispiel für 

einen Ischämischen Schaden, beziehungsweise wenn es zu einer Wiedereröffnung 

der Blutgefäße durch Katheterisierung oder Wiederdurchblutung des Areals durch 

Bypass kam, ein klassisches Beispiel für Ischämie-Reperfusion. Herzmuskelzellen, die 

die funktionalen Zellen des Myokards darstellen, können sich nur sehr bedingt alleine 

regenerieren. Bei den Untersuchungen des kardialen Ischämie-

Reperfusionsschadens kommen verschiedene Tiermodelle zum Einsatz. Die Ligation 

der Left Ventricular Arteria Descendens (LAD) ist hierbei ein gängiges 

Krankheitsmodell für die Untersuchung von Myokardinfarkten und wird an 

verschiedenen Spezies durchgeführt. Zu den gängigsten für die LAD Ligation 

verwendeten Labortieren gehören die Maus [Kolk et al. 2009, Xu et al. 2014, Van der 

Bogt et al. 2008], die Ratte [Jaquet et al. 2005, Joung et al 2007, Martinez et al. 2013] 

und das Schwein [Zhang et al. 2013, De Jung et al. 2014]. Es wurden in der 

Humanmedizin verschiedene kleine Studien mit MSC basierten Therapieansätzen 

durchgeführt [Rodrigo et al. 2013]. Aus den erhobenen, vielversprechenden Daten 

wuchs in der Folge der Ansatz einer Multi-Center Studie, dem PROMETHEUS Trial 

(The Prospective Randomized Study of Mesenchymal Stem Cell Therapy in Patients 

Undergoing Cardiac Surgery) [Karantalis et al. 2014]. Im Rahmen des PROMETHEUS 

Trial wurden in verschiedenen Krankenhäusern weltweit mesemchymale Stroma-

Zellen am Humanpatienten angewendet um die oben genannten Effekte für die 

Heilung zu nutzen. Autologe MSC wurden hierbei nach Myokardinfarkt und 

Reperfusion durch Wiederherstellung der Blutversorgung intramyokardial in die 

Infarktzone appliziert. Die MSC basierte Therapie in dem PROMETHEUS Trial 

bestätigt eine signifikant verbesserte Heilung, die sich in höherer LVEF (left ventricular 

ejection fraction), verringerter Narbengröße, verbesserter Durchblutung und 



67 

 

 

Kontraktilität im Vergleich zu Patienten die keine MSC Applikation erfahren haben zeigt 

[Karantalis et al. 2014]. Die Ergebnisse aus dem PROMETHEUS Trial bestätigen die 

MSC applikation als regenerative Therapie nach ischämischem Myokardschaden als 

erfolgversprechenden Ansatz. Mechanistisch machen gerade ihre antiapoptotischen 

Effekte die Stammzelltransplantation interessant für einen Einsatz in der Akuttherapie 

von Organen mit einer vergleichsweise niedrigen Zellerneuerungsrate, wie dem 

Herzen. Hier können MSC appliziert werden um nach Herzinfarkt ischämische 

Kardiomyozyten vor der Apoptose zu bewahren und die Größe der Infarktnarbe so 

einzugrenzen [Chou et al. 2014].  

Durch Verwendung von autologen, patienteneigenen unselektionierten 

mononukleären Knochenmarkszellen, welche auch MSC beinhalten, wird eine 

Immunreaktion gegen die transplantierten Zellen verhindert [Pileggi et al. 2013, 

Murphy et al. 2013]. Der Ansatz der autologen MSC Spende hat jedoch erhebliche 

Nachteile. Die zellbiologischen Eigenschaften der gewonnenen MSC können 

individuell sehr großen Schwankungen unterliegen und hängen unter Anderem vom 

Alter des Patienten, dessen Grunderkrankungen, und dem Gewinnungsverfahren ab. 

Abb. 15: Einfluss des 

Lebensalters auf Stroma Zellen 

aus Fettgewebe. Donor age 

negatively impacts adipose 

tissue-derived mesenchymal 

stem cell expansion and 

differentiation [Choudhery et al. 

2014] 

A Zellzahl pro Gramm Gewebe 

sinkt mit steigendem Alter; B 

Koloniebildende Einheiten (CFU) 

sinken mit steigendem 

Spenderalter; C 

Zelldopplungsrate sinkt mit 

steigendem Spenderalter; D 

Zelldopplungszeit steigt mit 

steigendem Spenderalter  
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Die altersbedingten zellbiologischen Unterschiede zeigten sich eindrucksvoll in der 

hier eingebundenen Arbeit zum Vergleich von MSC aus dem Knochenmark eines 

Säuglings und denen von Patienten in einem Lebensalter von über 70 Jahren 

[Stubbendorff et al. 2015]. Die Proliferation und Migrationsgeschwindigkeit sinken mit 

steigendem Speneralter signifikant, was sich nachteilig auf eine zellbasierte Therapie 

auswirken kann. Dies kann auch bei MSC Populationen aus anderen 

Spendergeweben als Knochenmark nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt 

werden, dass sogar die Zahl an MSC im Fettgewebe mit steigendem Spenderalter 

abnimmt [Choudhery et al. 2014] (Abb. 15).  

Ferner kann die Gewinnung von aufgereinigten Kulturen von MSC sehr zeitaufwändig 

sein, was die Verwendung in einer Akuttherapie mit autologen MSC bei plötzlich 

einsetzenden Krankheitszuständen, wie beispielsweise einem Myokardinfarkt, 

erschwert oder gar unmöglich macht. 

Mesenchymale Stroma-Zellen (MSC) sind in der Lage das Immunsystem zu 

modulieren [Uccelli et al. 2006, Ren et al. 2012]. Diese Modulation geschieht über 

verschiedene Mechanismen, durch Hemmung der T-Zell Aktivierung, Proliferation und 

Funktion [Rasmusson et al. 2003, Rasmusson et al. 2005, Kampera et al. 2003, 

Bartholomew et al. 2002, Glennie et al. 2005], Hemmung der NK-Zell Proliferation und 

Zytotoxizität [Sotiropoulou et al. 2006], sowie der B-Zell Proliferation und 

Differenzierung [Asari et al. 2009]. Darüber hinaus können MSC verschiedene 

immunsuppressive Mechanismen auslösen, dies geschieht zum Beispiel durch 

Induktion regulatorischer T-Zellen [English und Wood 2009] oder die Leitung der 

Dendritischen Zellen in einen immunsuppressiven Phänotyp [Wang et al. 2008]. Ein 

Veto-Effekt auf T-Zellen in einer MLR konnte demonstriert werden [Potian et al. 2003, 

Deuse et al. 2010]. Die Zahl der sich im Knochenmark befindenden MSC und ihr 

Potenzial zur Selbsterneuerung sinken jedoch mit steigendem Spenderalter [Rao und 

Mattson 2001]. Die Wirkung auf T-Zellen wurde in den vorliegenden Arbeiten in 

verschiedenen Assays wie beispielsweise dem ELISPOT betrachtet. 

Das Spenderalter bedingt bei den aus Knochenmark isolierten Zellen im Wesentlichen 

zellbiologische Veränderungen. Immunologische oder immunmodulatorische 

Verschlechterungen sind altersbedingt nicht detektierbar, wie in der hier vorgestellten 

Studie bei dem Vergleich von aus Knochenmark erzeugten MSC eines gesunden 
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Säuglings mit denen multimorbider Patienten fortgeschrittenen Lebensalters gezeigt 

werden konnte. Der Verlust, beziehungsweise die Abschwächung von 

Proliferationsfähigkeit, Migrationsfähigkeit, Adhäsion und angiogenetischer Kapazität 

mit fortgeschrittenem Spenderalter konnte hier in verschiedenen Versuchen 

eindrucksvoll dargestellt werden [Stubbendorff et al. 2015]. 

In einem direkten Vergleich von aus dem Knochenmark isolierten MSC mit aus 

Nabelschnurgewebe gewonnenen MSC zeigte sich, dass Zellen aus dem 

Nabelschnurgewebe immunprivilegiert sind. In der von uns durchgeführten Studie 

[Deuse et al. 2010] konnte in vitro gezeigt werden, dass die aus der Nabelschnur 

isolierten MSC weniger immunogen und stärker immunmodulatorisch aktiv sind, als 

die aus dem Knochenmark isolierten MSC. In den in vivo Versuchen konnte dies durch 

die von den Nabelschnurzellen hervorgerufene schwächere Reaktion der T-Zellen und 

die dadurch bedingte längere Überlebensdauer im immunkompetenten Empfängertier 

verifiziert werden. Den vorliegenden Ergebnissen zufolge ergibt sich die Hypothese, 

dass sich Zellpopulationen genetisch junger Quellen besser für eine Applikation in 

zellbasierten regenerativen Therapien eignen als solche älterer, multimorbider 

Spender. Durch die niedrigere Ausprägung immunologisch relevanter 

Oberflächenantigene bei gleichzeitig stärkeren immunmodulatorischen Fähigkeiten 

eignen sich nach den hier gewonnenen Erkenntnissen die aus der Nabelschnur 

generierten MSC besser für eine Fremdspende als die anderen in dieser Arbeit 

betrachteten Zellen. 

Die Nabelschnur setzt sich aus verschiedenen Geweben zusammen, die in engem 

Kontakt mit weiteren peripartalen Geweben, wie den Eihäuten und der Plazenta stehen 

[Salge et al. 2013]. Aufgrund der Funktion der peripartalen extraembryonalen Gewebe 

liegt die Vermutung nahe, dass all diese Gewebe in ähnlichem Maße immunprivilegiert 

sind um eine Gravidität vor dem Immunsystem der Mutter zu schützen. Die MSC, 

welche in der durchgeführten vergleichenden Studie untersucht wurden, wurden nach 

unterschiedlichen Protokollen gewonnen, was einen Einfluss auf ihre Eigenschaften 

haben kann [Keck et al 2014, Busser et al. 2014, Zachar et al. 2011]. Es konnte bereits 

gezeigt werden, dass es sich bei MSC um keine homogene Zellgruppe handelt, 

sondern diese je nach Ausgangsmaterial aus dem sie isoliert wurden deutliche 
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Unterschiede aufweisen [Kern et al. 2006, Hegyi et al. 2010, Da Silva Meirelles et al. 

2008].  

In der hier beschriebenen Studie konnte gezeigt werden, dass alle verglichenen 

extraembryonalen MSC Populationen nativ und IFNγ stimuliert moderate Ausprägung 

von HLA-ABC aufwiesen, niedrige Ausprägung von HLA-DR und keine 

costimulatorischen Marker trugen, dies war jedoch bei den CL-MSC am deutlichsten. 

In der in vivo xenogenen Immunantwort in der Maus riefen die CL-MSC ebenso die 

schwächste Antwort hervor. Die Expression tolerogener Faktoren war bei den CL-MSC 

am prominentesten.  

Die peripartalen extraembryonalen MSC zeigen in der hier beschriebenen Studie 

[Stubbendorff et al. 2013] ein unterschiedliches Potential der Empfänger-

Immunantwort zu entkommen. Die HLA Moleküle spielen in besonderem Maße eine 

tragende Rolle in der Abstoßung und sollten daher bei der Auswahl einer für eine 

Transplantation geeigneten Zellpopulation auf der nativen und der IFNγ Stimulierten 

Zelle besonderes Augenmerk erfahren. 

Für eine allogene Transplantation sollten die Zellen möglichst wenig immunogen sein 

um dem Empfängerimmunsystem zu entkommen. Die immunmodulatorischen 

Fähigkeiten spielen hierbei eine entscheidende Rolle im Sinne eines Selbstschutzes 

der transplantierten Zellen vor den Immunzellen des Empfängers und sollten daher 

idealerweise besonders stark ausgeprägt sein. Eine hohe Proliferationsrate der Zellen 

ist für eine effektive zellbasierte Therapie von Vorteil, da diese dafür sorgt, dass die 

applizierten Zellen länger im Empfänger vorliegen. Migratorische Fähigkeiten 

erleichtern ein Einwandern und eine gute Verteilung im Zielgewebe. Proliferation und 

Migration beeinflussen den Verlauf der Therapie in der Behandlung mit allogenen und 

autologen Spenderzellen gleichermaßen. 

Eine hohe Anzahl von Adhäsionsmolekülen ist vorteilhaft für eine Extravasation der 

transplantierten MSC. Viele Therapien basieren auf einer Applikation von Zellen in die 

Blutbahn [Avritscher et al. 2013, Kim et al. 2013], die Zellen müssen demnach 

zunächst aus den Blutgefäßen in das Zielgewebe einwandern. Wie in den hier 

vorliegenden Arbeiten gezeigt, erhöht das Vorhandensein eines entzündlichen Milieus 



71 

 

 

die Ausprägung von Oberflächenmolekülen, die an der Adhäsion und somit an der 

Extravasation beteiligt sind. 

Viele regenerative zellbasierte Therapien haben eine Wiederdurchblutung ischämisch 

geschädigten Gewebes zum Ziel [Duffy und Herron 2013, Qin et al. 2013]. Für eine 

dauerhafte Wiederdurchblutung ist eine Angiogenese getriggert durch MSC 

therapiebegünstigend. MSC unterstützen die Angiogenese und helfen so bei der 

Wiederdurchblutung kleiner ischämischer Areale.  

MSC erfüllen zusätzlich die Funktion eines Vehikels, welches durch die temporäre 

Anwesenheit lokal Zytokine ausschüttet, die ihrerseits beispielsweise 

Herzmuskelzellen, die im Untergang begriffen sind, am Leben erhalten und so die 

Größe der Infarktnarbe verringern [Deuse et al. 2009]. Die Verringerung der Größe der 

Infarktnarbe führt zu einer besseren Pumpfunktion des Herzes was auch nach der 

Applikation am Humanpatienten beobachtet werden konnte [Deuse et al. 2009, 

Karantalis et al. 2014].  

Die MSC befinden sich nach Applikation in einem Milieu, welches für ihr Überleben 

nicht optimal ist, dies führt dazu, dass sie im Falle einer allogenen Spende sehr schnell 

abgestoßen werden [Deuse et al. 2010]. Im Falle einer autologen Spende, in der die 

MSC keiner zellvermittelten oder antikörpervermittelten Abstoßung unterliegen, gehen 

sie massenhaft zugrunde [Deuse et al. 2010]. Dies konnte in der Applikation von MSC 

in SCIDbeige Mäuse gezeigt werden, in der es trotz Abwesenheit der maßgeblich an 

der Abstoßung beteiligten Zellpopulationen zu einem graduellen Absterben der MSC 

kam. In der kurzen Zeit, in der die Zellen vorliegen, üben sie jedoch schon einen 

positiven parakrinen Effekt auf die Gewebeheilung aus [Deuse et al. 2009].  

Werden MSC im Sinne einer allogenen Knochenmarkspende zum Beispiel im Rahmen 

einer therapeutischen Behandlung einer Leukämie appliziert, so wurde zuvor das 

Immunsystem des Empfängers medikamentös und durch Bestrahlung 

unwiederbringlich entfernt. Durch diese Entfernung kommt es hier nicht zu einer 

Abstoßung durch die Immunzellen des Empfängers. Als Vorbereitung auf eine 

Knochenmarkspende ist der Empfänger maximal immunsupprimiert, somit können die 

MSC, beziehungsweise das Spenderknochenmark in die Knochen des Empfängers 

einwandern [Benyamini und Rowe 2013]. Dieses Verhalten wird auch als Homing 
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bezeichnet, die Spenderzellen finden im Empfänger die Nische, in der sie die 

bestmöglichen Überlebensbedingungen vorfinden [Yagi et al. 2010]. Da die MSC hier 

optimale Bedingungen für ein Überleben vorfinden, wachsen sie an und differenzieren 

teilweise in Blutzellprogenitoren. Unterscheidet sich das gespendete Knochenmark in 

seinem HLA Typ von seinem Empfänger, werden dessen Körperzellen durch die neu 

entstehende Lymphozytenpopulation als fremd erkannt und abgestoßen, dieser 

Vorgang wird als Graft-versus-Host Disease (GvHD) bezeichnet [Machaczka et al. 

2013]. 

Bei zellbasierten Therapien ohne vorherige Immunsuppression, wie sie als 

regenerativer Therapieansatz durchgeführt werden, kommt es nicht zu einer GvHD. 

Die applizierten MSC verrichten ihre parakrinen Effekte und werden dann graduell 

durch die Zellen des Empfängerimmunsystems entfernt. Schon nach kurzer Zeit 

können in einem solchen Fall keine verbliebenen Spender MSC mehr nachgewiesen 

werden, obschon eine verbesserte Gewebeheilung messbar ist, welche auf parakrine 

Effekte der Zelltherapie zurückzuführen ist.  

Die an einer Abstoßungsreaktion bei allogener MSC Applikation ohne vorherige 

Entfernung des Empfängerimmunsystems und auch bei solider Organtransplantation 

maßgeblich beteiligte Zellpopulation sind die T-Zellen des Empfängers [Aoyama et al. 

2013]. Die an der Abstoßung bei der GvHD beteiligten T-Zellen sind die des Spenders. 

T-Zellen stellen eine Untergruppe der weißen Blutzellen dar, die der Immunabwehr 

dient und gehören gemeinsam mit den B-Zellen zum erworbenen Immunsystem. 

Demzufolge lernen T-Zellen gegen welche Agentien sich ihre Aktivität richten soll. T-

Zellen erkennen körperfremde Stoffe, wenn deren Antigene auf der Oberfläche 

anderer Zellen an deren MHC gebunden sind. Freie Antigene werden dann erkannt, 

wenn sie von antigenpräsentierenden Zellen gezeigt werden.  

Im Rahmen einer Transplantation von soliden Organen wird eine medikamentöse 

Immunsupprimierung vorgenommen, die dazu dient die T-Zell vermittelte Abstoßung 

des Transplantates zu unterdrücken. Exemplarisch ist hier die heterotope 

Herztransplantation im Rattenmodell angeführt. Die gängigen Immunsuppressiva 

haben besonders in der Langzeiteinnahme erhebliche Nebenwirkungen zur Folge 

[Hetzer und Delmo 2013, Zarrinpar und Busuttil 2013]. Zu den gängigsten 

Immunsuppressiva gehören Ciclosporin, Tacrolimus und Sirolimus. Ciclosporin wirkt 
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über die Unterdrückung von Calcineurin, hierüber wird die IL-2 Produktion und die 

Aktivierung von TGFβ herabgesetzt, was wiederum zu einer Verminderung in der T-

Zell Antwort führt. Tacrolimus ist ein Makrolid, das ebenfalls zur Wirkstoffgruppe der 

Calcineurininhibitoren gehört, es ist jedoch potenter als Ciclosporin und ruft weniger 

Nebenwirkungen hervor. Bei Sirolimus (Rapamycin) und Everolimus handelt es sich 

ebenfalls um Makrolide, sie gehören zu den mammalian Target Of Rapamycin 

(mTOR)-Inhibitoren und unterdrücken gezielt die T-Zell Vermehrung. Zu den durch 

Calcineurininhibitoren hervorgerufenen Nebenwirkungen zählen Nierenschäden, 

Veränderungen der Blutwerte, Hautveränderungen, Myelosuppression und viele mehr 

[Issa et al. 2013, Bumbacea und Ghiordanescu 2013]. Zum Nebenwirkungsprofil der 

mTOR-Inhibitoren zählen Stomatitis, Hautausschläge, Abgeschlagenheit, 

Hyperlipidämie und Myelosuppression sowie kardiovaskuläre Schäden [Paplomata et 

al. 2013, Holdaas et al. 2012]. Nach Transplantation solider Organe im 

Erwachsenenalter ist eine starke Immunsuppression unverzichtbar um durch T-Zellen 

hervorgerufene Transplantatschäden zu verringern. Aufgrund der 

Nebenwirkungsprofile gängiger immunsuppressiv wirkender Präparate wird an neuen 

Medikamenten mit neuen spezifischeren Wirkmechanismen geforscht. Ziel ist hier eine 

weitere Verbesserung des Transplantatüberlebens bei Reduzierung der 

Nebenwirkungen. Eine neue Substanzklasse, die Janus Kinase 1/3 (JAK1/3) 

Inhibitoren wird in einer der hier eingebundenen Arbeiten am Modell der heterotopen 

Herztransplantation der Ratte untersucht [Deuse et al. 2012]. Diese Studie soll die 

Mechanismen der Abstoßung solider Organe verdeutlichen und veranschaulichen, 

dass transplantierte Zellen auf gleiche Weise abgestoßen werden. Ferner wird im 

Rattenmodell der TVP der Ablauf einer Abstoßung am Blutgefäß demonstriert. 

Anders als bei Eingriffen wie zum Beispiel einer Knochenmarksspende, bei der es sich 

um eine Lebendspende ohne Folgeschäden für den Donor handelt und bei der 

versucht wird, einen genetischen Zwilling zu identifizieren, ist das genetische Matching 

bei der Transplantation solider Organe nicht in diesem Umfang möglich. Nach der 

soliden Organtransplantation ist eine starke Immunsupprimierung des Patienten 

unumgänglich. 

Eine Stammzelltherapie zur Geweberegeneration, beziehungsweise eine lokale 

Behandlung mit MSC würde hinsichtlich ihres Therapieerfolges eine 



74 

 

 

Immunsupprimierung nicht rechtfertigen. Eine Behandlung mit hoch dosierten 

Immunsuppressiva wäre nach einem schweren Eingriff wie beispielsweise einer 

Bypass Operation kontraindiziert. Eine Behandlung mit solch 

nebenwirkungsbehafteten Präparaten würde den Patienten erheblichen zusätzlichen 

Risiken wie schweren Infektionen aussetzen, wobei die Nebenwirkungen in ihrer 

Manifestation vermutlich den positiven Effekt der MSC übersteigen würden. Eine 

Abstoßung der MSC könnte mittels des Einsatzes von Immunsuppressiva verringert 

werden, dennoch würden die applizierten MSC graduell absterben, da sie sich nach 

Applikation nicht in einem idealen Milieu befinden. 

In den hier gezeigten Studien wurden MSC insbesondere hinsichtlich ihrer 

Immunogenität sowie ihrer immunmodulatorischen Kapazität betrachtet, die 

Zellpopulation, welche am wenigsten immunogen und am effektivsten 

immunmodulatorisch tätig ist, wäre die am besten geeignete MSC für die allogene 

Anwendung und für weitere Alterationen hin zur universellen Donorzelle. 

Neben den MSC wurden in der vorliegenden Arbeit SCNT diskutiert, die hier zum Proof 

of Principle zeigen, dass selbst eine Zelle, die dem Empfänger nur teilweise fremd ist, 

eine Abstoßungsreaktion auslöst. Zellen, die dem Empfänger nur in ihren 

Mitochondrien fremd sind, werden nach den voriegenden Ergebnissen ebenfalls T-Zell 

basiert abgestoßen. 

Zukünftige Strategien könnten genetische Veränderungen an den Spenderzellen sein, 

die dazu führen würden, dass diese nicht durch die T-Zellen des Empfängers erkannt 

würden. Hierzu wäre eine Option die Unterdrückung der HLA I Expression auf der 

Zelloberfläche [Beyer et al. 2004, Deuse et al. 2011, Gonzales et al. 2005]. 

Eine weitere Strategie wäre eine Veränderung der Spenderzelle hin zu einer 

Überexpression immunmodulatorischer Eigenschaften. Eine Zelle, die in verstärktem 

Maße immunmodulatorisch tätig ist würde ihren eigenen Schutz gegen die T-Zellen 

des Empfängers bei sich tragen und könnte so einer Abstoßung entkommen. Ein 

interessantes Enzym für diesen Selbstschutz wäre das IDO, es wird von den Zellen 

selber als Reaktion auf IFNγ, welches bei einer Entzündungsreaktion lokal vorliegt, 

sezerniert. IDO ist in der Lage Tryptophan zu oxidieren und so den T-Zellen den 

nötigen Nährstoff für eine Aktivierung zu entziehen, als Folge liegen zwar T-Zellen vor, 
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diese ruhen jedoch und können nicht im Sinne einer Abstoßung aktiv werden [Orabona 

und Grohmann 2011, Orabona et al. 2012, Braun et al. 2005]. 

Momentan ist eine autologe Spende als effizienteste Möglichkeit anzusehen, einer 

immunologisch vermittelten Abstoßung der MSC zu entkommen und gleichzeitig  

hierdurch über einen längeren Zeitraum von den parakrinen Effekten der MSC zu 

partizipieren. Wird eine universell applizierbare MSC entwickelt, so könnte diese in 

unvorhersehbaren Erkrankungen, die einer Akuttherapie bedürfen, zum Einsatz 

kommen. Ein Beispiel für einen solchen Einsatz einer universellen Spenderzelle wäre 

die Akuttherapie nach Myokardinfarkt, wie sie mit autologen Zellen bereits erfolgreich 

durchgeführt wird [Karantalis et al. 2014]. 

Für die Anwendung in der Veterinärmedizin wäre zum jetzigen Zeitpunkt eine autologe 

Spende das Mittel der Wahl. Wie im Vergleich von MSC aus dem Knochenmark 

verschieden alter Spender gezeigt werden konnte, sind die zellbiologischen Parameter 

der MSC älterer Spender zwar abgeschwächt im Vergleich zu sehr jungen Spendern, 

dennoch sind sie vorhanden und begünstigen eine Heilung bei regenerativen 

Therapien. 
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6 Ausblick 

Zukünftig wird der Trend in der Veterinärmedizin Tiere nach Humanstandards zu 

behandeln weiter zunehmen. Schon jetzt werden in der Humanmedizin verschiedene 

Erkrankungen mit MSC erfolgreich therapiert [Karantalis et al. 2014]. Einige der mit 

MSC therapierbaren Erkrankungen kommen auch bei den Haustieren vor und bilden 

demzufolge neue Therapiefelder in der Veterinärmedizin [Kim et al. 2013, Ryu et al. 

2012, Webster et al. 2012]. 

In der Pferdemedizin kommen MSC schon zur Behandlung von Traumata des 

Bewegungsapparates zum Einsatz [De Schauwer et al. 2013, De Schauwer 2015, 

Radtke et al. 2013]. Bei den MSC basierten Therapien handelt es sich noch um 

einzelne Studien mit nur kleinen Behandlungsgruppen, dennoch ist gerade dieser 

Einsatz aufgrund seiner wirtschaftlichen Bedeutung zukunftsweisend [Stewart 2011, 

Taylor und Clegg 2011]. So könnten beispielshalber Sportpferde mit wertvollem 

genetischem Hintergrund nach einem Sturz mit Verletzungen des 

Bewegungsapparates schneller wieder für eine Nutzung als Zuchttier zur Verfügung 

stehen. Bei weiterer Verbesserung der Rahmenbedingungen zellbasierter 

regenerativer Therapien zum Beispiel durch Entwicklung von Matrices, in denen MSC 

appliziert werden, wird es zukünftig zu einer gänzlichen Heilung verschiedener 

Erkrankungen des Bewegungsapparates in der Pferdemedizin kommen. Eine 

vollständige Genesung ermöglicht dann einen Wiedereinsatz von therapierten Pferden 

im Sport. 

In der Humanmedizin wird an einer Vielzahl von Indikationen wie beispielsweise an 

der Einsetzbarkeit von MSC für eine schnellere Wundheilung nach großflächigen 

Hautverlusten geforscht [Xue et al. 2013, Shohara et al. 2012, Kim et al. 2013]. Die 

Indikation der Wundheilung kann auch in der Kleintierklinik aufgrund verschiedener 

Erkrankungen und Traumata gegeben sein. 

Ein Einsatz autologer MSC könnte in der Veterinärmedizin in naher Zukunft regelhaft 

als Therapie in Frage kommen [Webster et al. 2012]. 
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7.  Zusammenfassung 

Mesenchymale Stroma Zellen (MSC) haben in der letzten Dekade an Bedeutung für 

regenerative zellbasierte Therapien gewonnen. Zusammengefasst zeigen die hier 

präsentierten Studien, dass MSC verschiedener Genese sich in ihren 

immunologischen, immunmodulatorischen und zellbiologischen Eigenschaften 

unterscheiden. Die hier diskutierten Studien beleuchten die immunologischen, 

immunmodulatorischen und zellbiologischen Fähigkeiten von MSC verschiedener 

Genese hinsichtlich ihrer Eignung für zellbasierte Therapien. Die Ergebnisse lassen 

die Identifizierung der aus dem Nabelschnurgewebe gewonnenen MSC (clMSC, CL-

MSC) als die am besten für eine allogene Transplantation für regenerative Therapien 

geeigneten Zellen zu.  

Die Eigenschaften von MSC aus Knochenmark junger Spender, Spender 

fortgeschrittenen Lebensalters und älterer multimorbider Spender wurde betrachtet, 

ferner wurden MSC aus peripartalen Geweben wie Nabelschnurgewebe, Wharton´s 

Sulze, Nabelschnurblut und Plazenta untersucht. 

Zunächst wurden alle Zellen nach den Vorgaben der International Society for Cellular 

Therapy [Dominici et al. 2006] hinsichtlich der minimalen Anforderungen für MSC 

Charakterisiert. Außerdem wurden der Phänotyp, die Proliferationsrate, die 

Migrationsfähigkeit und die Adhäsion an Endothelzellen, Immunogenität und 

immunmodulatorische Fähigkeiten und auch die xenogene in vivo Immunaktivierung, 

untersucht. 

Unter allen untersuchten MSC zeigten die clMSC eine signifikant niedrigere HLA-ABC 

Expression, eine stärkere Produktion der tolerogenen Zytokine TGFβ und IL-10 und 

zeigten darüber hinaus eine signifikant schnellere Proliferation. Die in vitro Aktivierung 

von Lymphozyten und die xenogene in vivo Immunaktivierung durch die clMSC war 

signifikant schwächer. 

Die Stimulierung mit 25ng/ml IFNγ verstärkte die immunogenen Eigenschaften der 

clMSC, durch Erhöhung von HLA-ABC und HLA-DR, hob jedoch gleichzeitig die 

tolerogenen Eigenschaften mit an. Die Expression von HLA-E und HLA-G wurde 

verstärkt, es wurde mehr TGFβ und IL-10 ausgeschüttet und gleichzeitig kam es zu 

einem Anstieg von IDO. Höhere Konzentrationen von IFNγ (>50ng/ml) verstärkten 
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diesen tolerogenen Effekt noch und gleichzeitig verringerte sich die Expression der 

immunogenen Oberflächenmoleküle. Der Veto-Effekt von MSC wird durch steigende 

IFNγ Mengen angehoben. 

Unterschiede zwischen den in den verschiedenen Studien untersuchten MSC konnten 

in der Differenzierungsfähigkeit, der Proliferation, sowie der Migration festgestellt 

werden, wobei die clMSC die höchsten Raten aller getesteten MSC Populationen 

aufwiesen. Darüber hinaus zeigte sich bei den clMSC das größte longitudinale 

Überleben nach xenogener Transplantation, was im Zusammenhang mit der niedrigen 

ausgelösten TH1 und TH2 Antwort steht.  

Im Vergleich zeigen die clMSC die besten Charakteristika für die Anwendung in 

zellbasierten Therapien, sie sind hypoimmunogen und proliferieren und migrieren gut. 

Zusätzlich haben die clMSC eine gute immunmodulatorische Kapazität. 

Eine genauere Betrachtung der Abstoßung wurde bei der Applikation von Zellen, die 

dem Empfänger nur in Teilen fremd waren vorgenommen. Hier wurden Zellen, die dem 

Empfänger gänzlich fremd waren, solche mit einem fremden Zellkern, Zellen mit 

fremden Mitochondrien und mit dem Empfänger identische Zellen nach Applikation 

untersucht. Die Erzeugung von Zellen mit unterschiedlicher mitochondrialer DNA war 

durch Verwendung der SCNT Technik möglich. 

Die Prozesse der Abstoßung von transplantierten MSC entsprechen mechanistisch 

denen der soliden Organtransplantation, um dies zu verdeutlichen wurde eine Studie 

zur Abstoßung nach Herztransplantation in diese Arbeit aufgenommen. Ferner wurde 

mit dem Aortentransplantations-Modell in der Ratte eine Möglichkeit der Untersuchung 

der Transplantatvaskulopathie eingebracht. Unter Berücksichtigung der Tatsache, 

dass immunologisch viele Parallelen in der Abstoßung von soliden Organen und 

Einzelzellen bestehen, können für beide Therapiefelder ähnliche Lösungsansätze 

beforscht werden. 

Zusammenfassend zeigen die aus Nabelschnurgewebe isolierten MSC ein besseres 

immunogenes Profil und stärkeres immunsuppressives Potential als aus Knochenmark 

isolierte MSC. Unter den aus peripartalen Geweben isolierten MSC zeigten sich die 

MSC aus Nabelschnurgewebe als die vielversprechendsten Zellen für zellbasierte 

Therapien. Überaschenderweise haben bei den aus Knochenmark isolierten MSC 
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Spenderalter und Spendermorbidität keinen Einfluss auf die immunologische und 

immunmodulatorische Kapazität, aber auf die zellbiologischen Eigenschaften wie 

Proliferation und Migration, Angiogenese und Adhäsion. Aufgrund der hier angeführten 

Ergebnisse kann postuliert werden, dass die MSC aus Nabelschnurgewebe die 

vielversprechendsten MSC für Zellbasierte Therapien sind, dennoch werden aus dem 

Knochenmark isolierte MSC weiterhin die Zellen der ersten Wahl für autologe 

Zelltherapien bleiben, es sei denn die Nabelschnur des Patienten wurde zum Zeitpunkt 

seiner Geburt bereits kryokonserviert.  
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8.  Summary 

Mesenchymal stromal cells (MSC) have gained attention for regenerative therapies 

over the past decade. The studies presented here display that in MSC of different origin 

the immunological and biological criteria can be very different. These findings are 

leading to the identification of the cord lining derived MSC (clMSC, CL-MSC) as the 

MSC source yielding the most suitable cells for allogeneic transplantation for 

regenerative therapies. 

Here an immunologic comparison for properties and suitability for cell based therapies 

between human MSC derived from bone marrow of young, elderly and multi-morbid 

elderly patients, as well as gestational extra embryonic tissues such as cord lining 

material, Wharton´s jelly, cord blood and placenta is presented.  

At first all cells were characterized to meet the minimal criteria of MSC, which were 

defined in a position statement of the International Society for Cellular Therapy 

[Dominici et al. 2006]. Furthermore the phenotype, proliferation rate, migration 

capacity, adhesion to endothelial cells, immunogenicity and immonomodulatory 

capabilities as well as xenogeneic in vivo immune activation were tested.  

Among the MSC populations tested, clMSC had significantly lower HLA-ABC 

expression, higher production of tolerogenic TGFβ and IL-10, and showed significantly 

faster proliferation. In vitro activation of allogeneic lymphocytes and xenogeneic in vivo 

immune activation was significantly weaker.  

IFNγ at 25 ng/ml increased both immunogenicity by upregulation of HLA-ABC / HLA-

DR expression and tolerogenicity by increasing HLA-G and HLA-E expression, 

augmenting TGFβ and IL-10 release, and inducing IDO expression. Higher 

concentrations of IFNγ (>50 ng/ml) further enhanced the immunosuppressive 

phenotype of clMSCs, more strongly downregulating HLA-DR expression and further 

increasing IDO production. The veto function of MSC is enhanced in escalating IFNγ 

environments.  

Differences were noted in differentiation, proliferation, and migration, with clMSCs 

showing the highest proliferation and migration rates resulting in all MSC lines tested. 

Moreover, CL-MSCs showed a prolongation in survival in xenogeneic Balb/C mice, 

which was attributed to their ability to dampen TH1 and TH2 responses.  
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In summary, clMSCs showed the best characteristics for cell-based therapeutic 

strategies, as they are hypo-immunogenic and show high proliferation and migration 

rates. In addition, clMSC have measurable immunomodulatory effectiveness. 

A more detailed picture of rejection was given in a study in which the recipient was 

injected with cells that were only partially different from his own. Here cells were 

injected that were completely unknown to the recipient, others that had a foreign 

nucleus, another group of cells had foreign mitochondria and the last group was 

autologous. To create cells carrying foreign mitochondrial DNA the SCNT technique 

was used. 

The mechanisms of rejection after MSC transplantation are comparable to those after 

solid organ transplantation, to highlight this, a study about rejection after cardiac 

transplantation was integrated. Moreover via the aortic transplantation model in the rat 

a technique was introduced to evaluate transplantation vasculopathy. Taking into 

consideration that there are many common immunological mechanisms in the rejection 

after solid organ transplantation and single cell application, for both therapeutical fields 

common solutions to overcome rejection can be searched for. 

In conclusion, cord lining derived MSC show a more beneficial immunogeneic profile 

and stronger overall immunosuppressive potential than bone marrow derived MSC. 

Among the extraembryonic tissue derived MSC the cord lining derived MSC seem to 

be the most promising candidates for cell based therapies. Surprisingly among the 

bone marrow derived MSC the donor age and morbidity do not have an impact on the 

immunological and immunomodulatory capacity, but on proliferation and migration 

capability as well as angiogenesis and adhesion. In consequence of the findings one 

can postulate that the cord lining derived MSC are the most promising cells for cell 

based therapies, nevertheless bone marrow derived MSC are the recomendet cells for 

autologous cell therapies if no umbilical cord of the patient has been cryo preserved.
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12. Anhang 

 

12.1 Publikationen die in dieser Arbeit verwendet wurden 

12.1.1  

Med Res Arc. 2015 No (3). 

IMPACT OF DONOR AGE ON BIOLOGICAL AND IMMUNOGENIC 
PROPERTIES OF MESENCHYMAL STROMAL CELLS  

Mandy Stubbendorff, Evgenios Neofytou, Tobias Deuse, Daniel Mattutat, Claudia Lange, Hermann 
Reichenspurner, Robert C. Robbins, Ramin E. Beygui, Hans-Dieter Volk, Sonja Schrepfer 

Abstract 

Over the last decades, mesenchymal stromal cells MSC have emerged as a promising therapeutic 
tool for cell-based therapies. However, their biological characteristics and beneficial potential may 
decline with patients’ age. Because most patients amenable for regenerative medicine have 
increased age, this could dramatically limit the autologous use of MSCs. We therefore sought to 
characterize the biological, immunological, and angiogenetic capacities of infant (iMSCs) versus 
aged MSCs (aMSCs). Both iMSCs and aMSCs showed typical spindle-shaped morphology, plastic 
adherence, and the same potential to differentiate into osteogenic, chondrogenic and adipogenic 
lineages. iMSCs and aMSCs expressed MSC-typical surface markers such as CD90 and CD105 
and were negative for CD45, CD34, CD31 and CD117. iMSCs showed faster in vitro proliferation 
(p<0.001), migration (p<0.001), and stronger endothelial adhesion (p=0.018) than aMSC. There 
were no differences in HLA class I, β2 microglobulin, HLA class II, and co-stimulatory molecule 
expression between iMSCs and aMSCs. Both immunogenic HLA class II and CD54 and tolerogenic 
HLA-E expression were upregulated by IFNγ. iMSCs showed significantly higher CD29 signals and 
stronger endothelial adhesion than aMSCs. Interestingly, iMSCs outperformed aMSCs in different 
angiogenesis parameters. If not used in an autologous setting, iMSCs and aMSCs similarly 
provoked TH1 and T H2 responses in unidirectional ELISPOT assays and donor-specific IgM 
antibody production. Our results thus suggest that donor age does not affect immunogenicity and 
immunomodulatory properties, but markedly reduces biological properties of proliferation, migration, 
adhesion, and limits their angiogenic effects.  

  



114 

 

 

12.1.2 

Cell Transplant. 2011;20(5):655-67. doi: 10.3727/096368910X536473. Epub 2010 Nov 5. 

Immunogenicity and immunomodulatory properties of umbilical 
cord lining mesenchymal stem cells. 
Deuse T, Stubbendorff M, Tang-Quan K, Phillips N, Kay MA, Eiermann T, Phan TT, Volk HD, 
Reichenspurner H, Robbins RC, Schrepfer S. 

Abstract 

We here present an immunologic head-to-head comparison between human umbilical cord lining 
mesenchymal stem cells (clMSCs) and adult bone marrow MSCs (bmMSCs) from patients >65 
years of age. clMSCs had significantly lower HLA class I expression, higher production of 
tolerogenic TGF-β and IL-10, and showed significantly faster proliferation. In vitro activation of 
allogeneic lymphocytes and xenogeneic in vivo immune activation was significantly stronger with 
bmMSCs, whereas immune recognition of clMSCs was significantly weaker. Thus, bmMSCs were 
more quickly rejected in immunocompetent mice. IFN-γ at 25 ng/ml increased both immunogenicity 
by upregulation of HLA class I/ HLA-DR expression and tolerogenicity by increasing intracellular 
HLA-G and surface HLA-E expression, augmenting TGF-β and IL-10 release, and inducing 
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) expression. Higher concentrations of IFN-γ (>50 ng/ml) further 
enhanced the immunosuppressive phenotype of clMSCs, more strongly downregulating HLA-DR 
expression and further increasing IDO production (at 500 ng/ml). The net functional 
immunosuppressive efficacy of MSCs was tested in mixed lymphocyte cultures. Although both 
clMSCs and bmMSCs significantly reduced in vitro immune activation, clMSCs were significantly 
more effective than bmMSCs. The veto function of both MSC lines was enhanced in escalating IFN-
γ environments. In conclusion, clMSCs show a more beneficial immunogeneic profile and stronger 
overall immunosuppressive potential than aged bmMSCs. 

PMID: 21054940 

    DOI: 10.3727/096368910X536473 
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12.1.3 

Stem Cells Dev. 2013 Oct 1;22(19):2619-29. doi: 10.1089/scd.2013.0043. Epub 2013 Jun 29. 

Immunological properties of extraembryonic human mesenchymal 
stromal cells derived from gestational tissue. 
Stubbendorff M1, Deuse T, Hua X, Phan TT, Bieback K, Atkinson K, Eiermann TH, Velden J, Schröder 
C, Reichenspurner H, Robbins RC, Volk HD, Schrepfer S. 

Abstract 

Mesenchymal stromal cells (MSCs) have been isolated from many tissues, including gestational 
tissue. To date, a study comparing the properties and suitability of these cells in cell-based 
therapies is lacking. In this study, we compared the phenotype, proliferation rate, migration, 
immunogenicity, and immunomodulatory capabilities of human MSCs derived from umbilical cord 
lining (CL-MSCs), umbilical cord blood (CB-MSCs), placenta (P-MSCs), and Wharton's jelly (WJ-
MSCs). Differences were noted in differentiation, proliferation, and migration, with CL-MSCs 
showing the highest proliferation and migration rates resulting in prolonged survival in 
immunodeficient mice. Moreover, CL-MSCs showed a prolongation in survival in xenogeneic 
BALB/c mice, which was attributed to their ability to dampen TH1 and TH2 responses. Weaker 
human cellular immune responses were detected against CL-MSCs and P-MSCs, which were 
correlated with their lower HLA I expression. Furthermore, HLA II was upregulated less substantially 
by CL-MSCs and CB-MSCs after IFN-γ stimulation. MSC types did not differ in indolamine 2,3-
dioxygenase (IDO) expression after IFN-γ stimulation. Despite their lower IDO, HLA-G, and TGF-β1 
expression, only CL-MSCs were able to reduce the release of IFN-γ by lymphocytes in a mixed 
lymphocyte reaction. In summary, CL-MSCs showed the best characteristics for cell-based 
strategies, as they are hypo-immunogenic and show high proliferation and migration rates. In 
addition, these studies show for the first time that although immunomodulatory molecules HLA-G, 
HLA-E, and TGF-β play an important role in MSC immune evasion, basal and induced HLA 
expression seems to be decisive in determining the immunogenicity of MSCs. 

PMID: 23711207 

    DOI: 10.1089/scd.2013.0043 
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12.1.4 

Cell Stem Cell. 2015 Jan 8;16(1):33-8. doi: 10.1016/j.stem.2014.11.003. Epub 2014 Nov 20. 
 

SCNT-derived ESCs with mismatched mitochondria trigger an 
immune response in allogeneic hosts. 
Deuse T1, Wang D2, Stubbendorff M2, Itagaki R2, Grabosch A2, Greaves LC3, Alawi M4, Grünewald A5, 
Hu X2, Hua X2, Velden J6, Reichenspurner H7, Robbins RC8, Jaenisch R9, Weissman IL10, Schrepfer 
S11. 

Abstract 

The generation of pluripotent stem cells by somatic cell nuclear transfer (SCNT) has recently been 
achieved in human cells and sparked new interest in this technology. The authors reporting this 
methodical breakthrough speculated that SCNT would allow the creation of patient-matched 
embryonic stem cells, even in patients with hereditary mitochondrial diseases. However, herein we 
show that mismatched mitochondria in nuclear-transfer-derived embryonic stem cells (NT-ESCs) 
possess alloantigenicity and are subject to immune rejection. In a murine transplantation setup, we 
demonstrate that allogeneic mitochondria in NT-ESCs, which are nucleus-identical to the recipient, 
may trigger an adaptive alloimmune response that impairs the survival of NT-ESC grafts. The immune 
response is adaptive, directed against mitochondrial content, and amenable for tolerance induction. 
Mitochondrial alloantigenicity should therefore be considered when developing therapeutic SCNT-
based strategies. 

PMID: 25465116 

DOI: 10.1016/j.stem.2014.11.003 
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12.1.5 

Transplantation. 2012 Oct 15;94(7):695-702. doi: 10.1097/TP.0b013e3182660496. 

Significant reduction of acute cardiac allograft rejection by 
selective janus kinase-1/3 inhibition using R507 and R545. 
Deuse T1, Hua X, Taylor V, Stubbendorff M, Baluom M, Chen Y, Park G, Velden J, Streichert T, 
Reichenspurner H, Robbins RC, Schrepfer S. 

Abstract 

BACKGROUND:  

Selective inhibition of lymphocyte activation through abrogation of signal 3-cytokine transduction 
emerges as a new strategy for immunosuppression. This is the first report on the novel Janus 
kinase (JAK)1/3 inhibitors R507 and R545 for prevention of acute allograft rejection. 

METHODS:  

Pharmacokinetic and in vitro enzyme inhibition assays were performed to characterize the drugs. 
Heterotopic Brown Norway-Lewis heart transplantations were performed to study acute cardiac 
allograft rejection, graft survival, suppression of cellular host responsiveness, and antibody 
production. Therapeutic and subtherapeutic doses of R507 (60 and 15 mg/kg 2 times per day) and 
R545 (20 and 5 mg/kg 2 times per day) were compared with those of tacrolimus (Tac; 4 and 1 
mg/kg once per day). 

RESULTS:  

Plasma levels of R507 and R545 were sustained high for several hours. Cell-based enzyme assays 
showed selective inhibition of JAK1/3-dependent pathways with 20-fold or greater selectivity over 
JAK2 and Tyrosine kinase 2 kinases. After heart transplantation, both JAK1/3 inhibitors reduced 
early mononuclear graft infiltration, even significantly more potent than Tac. Intragraft interferon-γ 
release was significantly reduced by R507 and R545, and for interleukin-10 suppression, they were 
even significantly more potent than Tac. Both JAK1/3 inhibitors and Tac were similarly effective in 
reducing the host Th1 and Th2, but not Th17, responsiveness and similarly prevented donor-
specific immunoglobulin M antibody production. Subtherapeutic and therapeutic R507 and R545 
doses prolonged the mean graft survival and were similarly effective as 1 and 4 mg/kg Tac, 
respectively. In combination regimens, however, only R507 showed highly beneficial synergistic 
drug interactions with Tac. 

CONCLUSIONS:  

Both R507 and R545 are potent novel immunosuppressants with favorable pharmacokinetics and 
high JAK1/3 selectivity, but only R507 synergistically interacts with Tac. 

 

PMID: 22971540 

    DOI: 10.1097/TP.0b013e3182660496 
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12.1.6  

J Vis Exp. 2010 Dec 4;(46). pii: 1989. doi: 10.3791/1989. 

Orthotopic aortic transplantation: a rat model to study the 
development of chronic vasculopathy. 
Stubbendorff M1, Deuse T, Hammel A, Robbins RC, Reichenspurner H, Schrepfer S. 

Abstract 

Research models of chronic rejection are essential to investigate pathobiological and 
pathophysiological processes during the development of transplant vasculopathy (TVP). The 
commonly used animal model for cardiovascular chronic rejection studies is the heterotopic heart 
transplant model performed in laboratory rodents. This model is used widely in experiments since 
Ono and Lindsey published their technique. To analyze the findings in the blood vessels, the heart 
has to be sectioned and all vessels have to be measured. Another method to investigate chronic 
rejection in cardiovascular questionings is the aortic transplant model. In the orthotopic aortic 
transplant model, the aorta can easily be histologically evaluated. The PVG-to-ACI model is 
especially useful for CAV studies, since acute vascular rejection is not a major confounding factor 
and Cyclosporin A (CsA) treatment does not prevent the development of CAV, similar to what we 
find in the clinical setting. A7-day period of CsA is required in this model to prevent acute rejection 
and to achieve long-term survival with the development of TVP. This model can also be used to 
investigate acute cellular rejection and media necrosis in xenogeneic models. 

PMID: 21178963 

    PMCID: PMC3278333 

    DOI: 10.3791/1989 
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