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1 Einleitung 

Die Möglichkeit zur Transplantation von Organen stellt einen der bedeutendsten 

Fortschritte der Medizin des vergangenen Jahrhunderts dar. 1954 fand die erste er-

folgreiche Lebendorganspende, eine Nierentransplantation zwischen eineiigen Zwil-

lingsbrüdern, statt. 1962 folgte die erste erfolgreiche postmortale Spende einer Niere, 

1963 die erste Lebertransplantation und 1967 die erste erfolgreiche Herztransplanta-

tion.[1] Zu den am häufigsten transplantierten soliden Organen zählen heutzutage 

Herz, Leber, Niere und Lunge [2].  

Der operative Eingriff selbst steht erst am Beginn eines aufwändigen und langwie-

rigen Therapieregimes. Eine erfolgreiche allogene Organtransplantation erfordert eine 

lebenslange medikamentöse immunsuppressive Therapie, da es eine potenziell le-

bensbedrohliche Transplantatabstoßung zu verhindern gilt. Die dabei verwendeten 

Wirkstoffe bergen jedoch eine Reihe gravierender Nebenwirkungen, wie etwa die Ent-

stehung von opportunistischen Infektionen, Diabetes mellitus, Dyslipidämie, Nierenin-

suffizienz und kardiovaskulären Komplikationen [3]. Häufig verwendete Substanzen 

sind Calcineurin-Inhibitoren wie Ciclosporin A oder Tacrolimus, die vor allem durch ihre 

nephrotoxische Wirkung zu Problemen führen können [4]. Glucocorticoide (z.B. Me-

thylprednisolon) verursachen Elektrolytstörungen, Knochenatrophien und -nekrosen, 

Myopathien und Muskelatrophien und haben darüber hinaus eine diabetogene Wir-

kung. Zytostatika können im Falle des Purin-Analogons Azathioprin myelosuppressiv 

wirken, als auch Pankreatitiden und Hepatitiden verursachen. Der Folsäure-Antagonist 

Methotrexat kann zu Myelosuppression und Mukositis führen und ist darüber hinaus 

hepatotoxisch und nephrotoxisch. Das Alkylans Cyclophosphamid kann hämorrhagi-

sche Zystitiden und Urothelkarzinome verursachen.[5] 

Medikamentös immunsupprimierte Transplantationspatienten haben des Weiteren 

ein nachweislich erhöhtes Risiko de novo eine Tumorerkrankung zu entwickeln [6][3]. 

Nach Nierentransplantation etwa zeigte sich bei immunsupprimierten Patienten ein 

4,3-fach erhöhtes Krebsrisiko. Diese Tumore manifestierten sich vorrangig als Karzi-

nome der Haut, Niere, Pharynx, Larynx und Mundhöhle.[7] Nach Lebertransplantation 

ist die Gefahr für die Entstehung von lymphoproliferativen Erkrankungen, Hautmalig-

nomen, sowie Krebserkrankungen der oberen Atemwege und des Darmes erhöht [8]. 

Diese Vielzahl an unerwünschten Arzneimittelwirkungen und damit einhergehen-

den Komplikationen ist zurzeit jedoch ein unumgängliches Risiko, das von Seiten der 
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Behandler und Patienten in Kauf genommen werden muss, um einen langfristigen 

Operationserfolg zu erzielen und bestmögliche Organfunktionen zu gewährleisten. 

Umso wünschenswerter wäre es daher, wenn schonendere Alternativen angeboten 

werden könnten, um nicht zuletzt die Patientencompliance zu verbessern und somit 

das Transplantatüberleben zu verlängern. Eine schonendere Immunsuppression er-

möglicht es zudem, den transplantierten Patienten eine höhere Lebensqualität bieten 

zu können. 

Einen potenziellen Ansatzpunkt für eine schonendere Immunsuppression stellen 

hierbei die in dieser Arbeit thematisierten immunmodulatorischen Effekte von mesen-

chymalen Stammzellen (MSC) dar. Diesen Zellen konnten Effekte im Sinne einer Inhi-

bition von B- und T-Zellen nachgewiesen werden [9].  

Des Weiteren besitzen MSC eine regenerative Wirkung auf den Organismus und 

sind zur Differenzierung in verschiedene Gewebe fähig. Dies umfasst die Fähigkeit zur 

Differenzierung in mesodermale Gewebe wie Fett, Knorpel, Knochen, glatte und quer-

gestreifte Muskulatur, sowie die supportive Wirkung von MSC auf die Hämatopoese 

[10–14]. Des Weiteren konnte ein Differenzierungspotenzial zu Geweben ektoderma-

len Ursprungs, darunter Epithelzellen und neuronale Zellen [15, 16], festgestellt wer-

den. Da auch die Fähigkeit zur Differenzierung in Hepatozyten und Inselzellen, also 

Gewebe endodermalen Ursprungs, nachgewiesen werden konnte [17, 18], sind MSC 

demnach zur Differenzierung in Zelllinien aller drei Keimblätter fähig.  

Darüber hinaus weisen MSC antiinflammatorische Eigenschaften auf. Dies konnte 

durch den Nachweis der Fähigkeit von MSC zur Regulation von Makrophagen gezeigt 

werden. Es erfolgt eine Veränderung des Expressionsmusters der Makrophagen zu-

gunsten immunsuppressiver Zytokine mit verminderter Freisetzung von pro-inflamma-

torischen Mediatoren, wodurch eine Antiinflammation hervorgerufen werden kann. 

[19–21] 

Aufgrund dieser immunmodulatorischen Eigenschaften stellen MSC eine vielver-

sprechende Alternative bzw. Ergänzung zu herkömmlich genutzten Immunsuppres-

siva in der Organtransplantation dar. Es besteht die Hoffnung, mithilfe von MSC die 

Dosen an herkömmlichen Immunsuppressiva reduzieren zu können, um so die durch 

Organtoxizität verursachten Langzeitschäden zu reduzieren.  
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1.1 Mesenchymale Stammzellen 

In den 1960ern gelang Friedenstein et al. die Erstbeschreibung von MSC durch 

Isolation und Charakterisierung von Osteoprogenitorzellen aus dem Knochenmark von 

Ratten [22, 23]. Das heutige Verständnis von MSC wurde 1991 durch die Beobachtun-

gen von Caplan, dass MSC nach heterotoper Transplantation de novo zur Bildung von 

ektopem Knochenmark und Knochen fähig sind, geprägt [24]. Im Jahr 2002 wurde das 

immunmodulatorische Potenzial von MSC anhand deren antiproliferativer Wirkung auf 

Lymphozyten erstmals beschrieben [25]. Batten et al. gelang es schließlich 2006 die 

immunmodulatorischen Effekte von MSC näher zu charakterisieren [21]. 

MSC sind aufgrund ihrer relativ einfachen Gewinnung und Kultivierung eine attrak-

tive Therapieoption [26]. Sie sind sehr proliferativ und stellen in der Embryonalentwick-

lung als pluripotente Progenitorzellen die Vorläufer der späteren Bindegewebszellen 

wie Adipo-, Chondro- und Osteoblasten/-zyten dar. Beim Erwachsenen sind sie ver-

antwortlich für Gewebsumbau und -reparatur. Determinierend für die Ausbildung des 

endgültigen Phänotyps ist das Zusammenwirken extrinsischer (parakrine Regulation 

durch Gewebshormone und Zytokine) und intrinsischer (genetische Prädisposition, au-

tokrine Regulation) Faktoren, die auf die Zellen einwirken und so deren Differenzierung 

kontrollieren.[27] Hoogduijn et al. konnten nachweisen, dass sich MSC unabhängig 

von ihrem Ursprungsgewebe hinsichtlich ihrer immunologischen Eigenschaften, der 

immunsuppressiven Wirkung in vitro sowie ihrem Differenzierungspotenzial zum Groß-

teil entsprechen [28]. 

MSC konnten jedoch auch tumorigene Eigenschaften nachgewiesen werden. Im 

Tiermodell förderten MSC die Entstehung und das Wachstum von Tumoren und führ-

ten zu einer gesteigerten Metastasierungsrate [29–32].  

1.2 Therapeutischer Einsatz von MSC 

Caplan beschrieb bereits 1991 den potenziellen zukünftigen therapeutischen Ein-

satz von MSC zu Zwecken der Gewebsregeneration [27]. Bislang konnte das gewebs-

regenerative Potenzial von MSC vor allem durch ihre Fähigkeit zur Regeneration von 

Knorpel- und Knochengewebe nachgewiesen werden [33–36]. Im Jahr 2000 erfolgten 

erste erfolgreiche Versuche mit autologen MSC zu therapeutischen Zwecken. Nach 
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Knochenmarkstransplantation in Folge myeloablativer Verfahren konnte dabei ein po-

sitiver Effekt von MSC auf die Hämatopoese beobachtet werden.[37, 38] 

 Darüber hinaus bewirkten MSC einen geringeren Ischämieschaden des Herzmus-

kels nach Infarkt und verbesserten dessen Leistung [39, 40]. MSC konnten des Wei-

teren in Mausversuchen die Überlebensrate und Organfunktionen bei Sepsis nach 

Caecumligatur und -punktion (CLP) signifikant erhöhen [41]. Bei M. Crohn bewirkten 

MSC eine Re-Epithelialisierung der betroffenen Darmabschnitte nach Entzündung und 

Ulzeration [42]. Systemisch infundierte MSC führten bei Versuchen an Mäusen zur 

FAS-Ligand vermittelten Apoptose von T-Zellen und im Zuge dessen zu einem güns-

tigeren Verlauf bei systemischer Sklerose und experimenteller Colitis [43]. MSC stellen 

zudem aufgrund ihres antiinflammatorischen und antifibrotischen Effektes eine Thera-

pieoption bei chronischer Nierenerkrankung dar [44]. 

Es ist jedoch schwer zu beurteilen, welche molekularen bzw. biochemischen Me-

chanismen durch MSC in vivo kommuniziert werden, da diese stark vom Ort an dem 

sie akkumulieren, abhängig zu sein scheinen [45]. Dabei muss zwischen endogenen 

und exogenen MSC unterschieden werden. Da MSC in nahezu allen Geweben und 

Organen vorkommen [46], scheint eine Wanderung von endogenen MSC durch das 

Gewebe hin zum Ort des Geschehens der Entzündung bzw. Schädigung als nahelie-

gend [47]. Auch exogene MSC zeigten sich nach direkter Transplantation ins Gewebe 

über bis zu vier Monate hinweg als überlebensfähig [48]. Im Blut zirkulierende endo-

gene MSC konnten weder bei Patienten mit Nieren- bzw. Leberversagen noch bei Pa-

tienten mit akuter Abstoßungsreaktion nach Herztransplantation gefunden werden 

[49]. Es konnte gezeigt werden, dass exogene MSC nach i.v.-Gabe in der Lunge ak-

kumulieren, da sie dort das Kapillarnetz nicht passieren können [50] und später haupt-

sächlich in Leber und Milz detektierbar sind [51]. In der Migration der MSC zu gesun-

den im Vergleich zu pathologisch veränderten Geweben konnte kein Unterschied 

nachgewiesen werden [52, 53]. Daher erscheint es plausibel, dass MSC ihre immun-

modulatorische Wirkung hauptsächlich durch systemische Effekte entfalten. 

 

Tabelle 1: Effekte von MSC in präklinischen Krankheitsmodellen nach Uccelli et al; modifiziert aus [54] 

Krankheit Spe-

zies 

Zielorgan MSC-Effekt Verabreichungsweg 

Co-Transplantation 

mit humanen HSCs 

Schaf Hämatopo-

etische Or-

gane 

Unterstützung der Akzeptanz, gesteigerte Hä-

matopoese 

systemisch 

Myokardinfarkt Maus Herz Produktion neuer Myozyten und Gefäße lokal 
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Hauttransplantatab-

stoßung 

Affe Haut Inhibition von T-Zellen systemisch 

Schlaganfall Ratte ZNS Freisetzung trophischer Faktoren, Induktion 

der Neurogenese 

systemisch 

Melanom Maus Haut Inhibition von Tumor-spezifischen T-Zellen 

durch CD8+-Zellen 

lokal 

Akutes Nierenversa-

gen 

Ratte  Niere Inhibition von proinflammatorischen Zytokinen 

und Induktion von anti-apoptotischen und tro-

phischen Faktoren 

systemisch 

Diabetes mellitus Maus Pankreas 

und Glome-

ruli 

Induktion von lokalen Progenitorzellen und In-

hibition der Makrophageninfiltration 

systemisch 

Rheumatoide Arthritis Maus Gelenke Inhibition von T-Zellen und der Produktion von 

proinflammatorischen Zytokinen; Induktion 

von Treg 

systemisch 

Retinadegeneration Ratte Auge Verminderte Retinadegeneration durch anti-

apoptotische und trophische Moleküle 

lokal 

Akutes Lungenversa-

gen 

Maus Lunge Inhibition von proinflammatorischen Zytokinen systemisch 

Akutes Lungenversa-

gen 

Maus Lunge Inhibition von proinflammatorischen Zytokinen 

und gesteigerte Produktion von IL-10 

lokal 

Akutes Nierenversa-

gen 

Maus Niere Tubuluszellregeneration durch IGF1-Sekre-

tion 

systemisch 

Myokardinfarkt Ratte Herz Anti-apoptotischer und mitogener Effekt durch 

WNT-abhängiges Molekül SFRP2 

lokal 

Leberversagen Ratte Leber Inhibition der Leukozyteninvasion durch Frei-

setzung von Zytokinen und Chemokinen 

MSC-haltiges Me-

dium 

Diabetes mellitus Maus Pankreas Induktion von lokalen Progenitorzellen und In-

hibition von β-Zell-spezifischen T-Zellen 

systemisch 

Experimentelle Auto-

immunenzephalomy-

elitis 

Maus ZNS Inhibition Myelin-spezifischer T-Zellen und In-

duktion peripherer Toleranz 

systemisch 

Experimentelle Auto-

immunenzephalomy-

elitis 

Maus ZNS Inhibition der Produktion Myelin-spezifischer 

Antikörper und enzephalitogener T-Zellen; 

verminderter Axonverlust 

systemisch 

 

Tabelle 2: Effekte von MSC in klinischen Studien laut Squillaro et al. [55] 

Krankheit Zielorgan MSC-Effekt Verabreichungsweg 

Akute Myeloische Leukämie Knochenmark Verhinderung von GvHD, Remis-

sion, Regeneration von Erythro-, 

Thrombo- und Leukopoese 

systemisch 

Akute GvHD Knochenmark Gesteigerte Hämatopoese, 

schnellere Erholung des Kno-

chenmarks nach Chemo- und Ra-

diotherapie 

systemisch 

Diabetes mellitus Pankreas Förderung der Inselzellrevaskula-

risation nach Transplantation 

Co-Transplantation mit In-

selzellen 

Leberfibrose /-zirrhose, akut-

auf-chronisches Leberversa-

gen 

Leber Verbesserung der Organfunktion, 

reduzierter MELD-Score 

systemisch 

Akutes Nierenversagen Niere Verhindert postoperatives Nieren-

versagen nach Herzoperationen; 

verkürzte Hospitalisierungszeiten 

systemisch 

Acute respiratory distress syn-

drome; idiopathische Lungen-

fibrose 

Lunge Erhalt und Wiederherstellung von 

pulmonalem Endothel; Entzün-

dungshemmung 

systemisch 

Myokardinfarktnarbe Herz Regeneration von geschädigten 

Kardiomyozyten 

systemisch 

Akuter Myokardinfarkt Herz Signifikanter Rückgang an hypo-, 

a- und dyskinetischen 

intrakoronar 
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Myokardsegmenten; verbesserte 

linksventrikuläre Ejektion 

Osteogenesis Imperfecta Knochen Osteoblastenproliferation, Verbes-

serung der Knochenstruktur 

Knochenmark- und MSC-

Transplantation 

Arthrose Gelenke Knorpelregeneration, Degenerati-

onsstopp 

intraartikulär 

Multiple Sklerose ZNS Inflammationshemmung, Unter-

drückung von Demyelinisierung 

und axonalen Schäden 

systemisch 

Amyotrophe Lateralsklerose ZNS Stabilisierung des Zustandes intrathekal, systemisch 

Rückenmarksverletzungen ZNS Sensibilitätsverbesserung systemisch 

Morbus Crohn Verdauungstrakt Verbesserter Aktivitätsindex, Fis-

telausheilung 

systemisch, intramural 

bzw. intraluminal bei Fis-

teln 

1.3 MSC in der Organtransplantation 

Autologe MSC führen nach Allotransplantation zu einer systemischen Immunsupp-

ression [56]. Im Rahmen der Therapie einer schweren Graft-versus-Host-Disease 

(GvHD) zeigten sich MSC unabhängig von ihrer Herkunft als effektive Behandlung 

[57]. Die Quelle der MSC ist jedoch abhängig vom Transplantatgewebe zu wählen, da 

hier Unterschiede im Effekt der MSC ausgemacht werden konnten. So konnten bei-

spielsweise MSC von Third-party-Spendern eine Abstoßung nach Korneatransplanta-

tion verhindern und förderten die Akzeptanz nach Nabelschnurbluttransfusion [58, 59]. 

Im Ratten-Herztransplantationsmodell hatten MSC von Third-party-Spendern keinen 

Effekt auf das Transplantatüberleben, jedoch konnten sowohl vom Spender als auch 

vom Empfänger stammende MSC die Transplantatabstoßung abschwächen [60, 61]. 

Bartholomew et al. konnten 2002 erstmals die abstoßungsverzögernde Wirkung 

von MSC anhand des längeren Überlebens eines Hauttransplantates bei Pavianen 

nachweisen. Dazu erfolgte die einmalige i.v.-Applikation von Spender-MSC, wodurch 

eine signifikante Verzögerung der Transplantatabstoßung erzielt werden konnte.[25] 

Zhou et al. konnten 2006 ein deutlich längeres Überleben bei herztransplantierten 

Ratten nach der Gabe von Spender-MSC im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachten. 

Verantwortlich gemacht wurde dafür die MSC-vermittelte Unterdrückung der allogenen 

T-Zell Antwort und eine Veränderung der Th1/Th2-Balance.[61] 

Des Weiteren gibt es Anhaltspunkte MSC würden auch bei Nierentransplantationen 

die Toleranzentwicklung durch ihre immunmodulatorische Aktivität positiv beeinflus-

sen [62]. Autologe MSC nach allogener Nierentransplantation zeigten erhebliche Vor-

teile gegenüber einer Induktionstherapie mit anti-IL-2 Rezeptor-Antikörpern, wie zum 
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Beispiel eine Verminderung von Abstoßungsreaktionen und opportunistischen Infekti-

onen, sowie eine verbesserte eGFR nach einem Jahr [63]. Auch Ge et al. beobachte-

ten einen immunsuppressiven Effekt von MSC im Nierentransplantationsmodell und 

berichteten sowohl von einer relativen Zunahme von Th2-Zellen und dem daraus re-

sultierenden Anstieg von antiinflammatorischem IL-4 und IL-10, als auch eine Treg- und 

damit Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO)-abhängige Toleranzentwicklung [64]. Die Ver-

abreichung der MSC in diesen Versuchen erfolgte jeweils nach der Transplantation. 

Die Vorbehandlung von Mäusen mit Spender-MSC vor Nierentransplantationen hinge-

gen führte zu Organschäden und erhöhten Kreatininwerten zum Zeitpunkt der Absto-

ßung im Vergleich zur Kontrollgruppe mit PBS [65]. Perico et al. konnten ein temporä-

res Nierenversagen bei MSC-Infusion nach Transplantation beobachten [66]. 

1.4 Immunmodulatorische Wirkung von MSC 

MSC sind in der Lage mit diversen Zellen des Immunsystems zu interagieren und 

auf diese Weise ihr immunmodulatorisches Potenzial hinsichtlich antiinflammatori-

scher, antiproliferativer und immunsuppressiver Wirkung zu entfalten.  

Aggarwal et al. gelang es nachzuweisen, dass MSC durch die Inhibition von Tu-

mornekrosefaktor α (TNFα) und Interferon γ (IFNγ) zur Hemmung von zwei der wich-

tigsten proinflammatorischen Zytokine fähig sind [19]. Maßgeblich dafür scheint u.a. 

die PGE2-Expression der MSC zu sein, die zudem für die MSC-vermittelte Hochregu-

lation von IL-10 und IL-4 verantwortlich ist [19, 41, 67]. Die von MSC sezernierten Zy-

tokine bewirken weiters eine Verschiebung der Makrophagendifferenzierung von ei-

nem proinflammatorischen M1-Phänotyp zu einem antiinflammatorischen M2-Phäno-

typ [68]. Die antiinflammatorische Wirkung der MSC beruht zudem auf einer Induktion 

der Zytokinverschiebung von einer proinflammatorischen Th1/Th17-Zellantwort zu einer 

antiinflammatorischen Th2-Zellantwort [69, 70].  

MSC weisen abhängig von Mitogenen, Antikörpern und Alloantigenen einen anti-

proliferativen Effekt auf Lymphozyten auf, wofür lösliche und zelluläre Faktoren ver-

antwortlich gemacht werden [45]. MSC unterdrücken in vitro die Lymphozytenprolife-

ration [25], wodurch eine Immunantwort bereits in ihrer Entstehung abgeschwächt wird 

[45]. Es konnte beobachtet werden, dass MSC in Kombination mit Antigen-
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präsentierenden Zellen die T-Zell-Antwort inhibieren [71]. Verantwortlich für die Inhibi-

tion der T-Zell-Antwort wird die u.a. von MSC exprimierte IDO bzw. induzierbare Nitrit 

Oxid Synthase (iNOS) gemacht [72–74]. Humane und murine MSC weisen hier ein 

unterschiedliches Verhaltensmuster auf, da die IDO hauptsächlich in humanen MSC 

aktiv ist, die iNOS jedoch das entscheidende Enzym im Organismus der Maus zu sein 

scheint [75]. Die Aktivierung der MSC durch IFNγ stellt den maßgeblichen Faktor für 

die Exprimierung der IDO dar [72]. Abgesehen von IDO und iNOS werden auch andere 

Enzyme wie PGE2, MCP-2, TGFβ, TSG-6, IL-1RA, KGF, HLA-G5 und HGF als verant-

wortliche Faktoren für den immunmodulatorischen Effekt von MSC in der Literatur be-

schrieben [19, 43, 76–81].  

Die Effekte, die durch von MSC sezernierten Zytokinen ausgelöst werden, verursa-

chen demnach eine Veränderung des sekretorischen Profils von Monozyten, Makro-

phagen, dendritischen Zellen, natürlichen Killerzellen, sowie von Th1- und Th2-Zellen. 

MSC hemmen darüber hinaus die Funktion und Differenzierung von dendritischen 

Zellen, ebenso die von NK-Zellen, sowie B- und T-Lymphozyten, wohingegen regula-

torische T-Zellen (Treg) aktiviert werden [67, 68, 82–88]. 

 

 

Abbildung 1: Übersicht über die Stoffwechselinteraktionen von MSC mit den Zellen der Immunabwehr; 

Abdi, Fiorina et al [89] 
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Bisherige Studien konzentrierten sich demnach vor allem auf die Erforschung des 

Sekretoms von MSC als Schlüssel zur Aufklärung ihrer immunmodulatorischen Fähig-

keiten und ihres Interaktionspotenzials mit anderen Zellen. Jüngste Ergebnisse de-

monstrieren allerdings, dass auch Sekretom-unabhängige Effekte existieren. So 

konnten Luk et al. nachweisen, dass hitzeinaktivierte MSC (HI-MSC) zur Suppression 

der TNFα-Produktion druch LPS-stimulierte Monozyten fähig sind, obwohl HI-MSC 

aufgrund des Fehlens eines akitven Zellmetabolismus kein Sekretom mehr besitzen 

[90]. De Witte et al. zeigten, dass durch die Phagozytose von MSC bzw. HI-MSC eine 

Makrophagenpolarisierung bewirkt wird mit konsekutiv erniedrigten Spiegeln an TNFα 

und vermehrter Expression von IL-10 und programmed death-ligand 1 (PD-L1) [91]. 

Galleu et al. wiesen nach, dass die Perforin-abhängige Apoptose von MSC nach 

Infusion unabdinglich für die Initiierung der MSC-vermittelten Immunsuppression ist 

[92].  

1.5 Fragestellung 

In der vorliegenden Studie wurden stoffwechselinaktive, hitzeinaktivierte MSC (HI-

MSC) im allogenen Transplantationssetting bei Mäusen eingesetzt, um die Rolle des 

MSC-Sekretoms für die Herbeiführung einer MSC-induzierten Transplantatakzeptanz 

näher zu erforschen. 

Im Herztransplantationsmodell an Maus und Ratte konnte durch den kombinierten 

Einsatz von MSC und niedrig-dosiertem Mycophenolat-Mofetil (MMF) das Transplan-

tatüberleben signifikant verlängert werden [45, 93]. 

Ziel dieser Studie ist zu zeigen, inwiefern die Stoffwechselaktivität bzw. das Sekre-

tom von MSC für deren immunmodulatorische Wirkung nach allogener Herztransplan-

tation verantwortlich ist. Hierfür wurden den Mäusen die als Transplantatempfänger 

dienten MSC bzw. HI-MSC an Tag -4 in die V. caudalis mediana injiziert. Begleitend 

erhielten die Versuchstiere in beiden Gruppen niedrig dosiertes MMF von Tag 0 

(Transplantation) bis postop. Tag 7. So sollte festgestellt werden, inwiefern stoffwech-

selinaktive HI-MSC das Transplantatüberleben ähnlich positiv beeinflussen wie vitale 

MSC. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Gewinnung von MSC aus Fettgewebe 

MSC können aus verschiedensten Geweben gewonnen werden, darunter Fettge-

webe, Knochenmark, Nabelschnurblut und Tunica adventitia  [22, 27, 94, 95]. Die im 

Versuch verwendeten MSC stammten aus dem Fettgewebe von männlichen Wildtyp-

Mäusen des Stammes C57BL/6. Für die Präparation der MSC aus dem Fettgewebe 

wurden die Tiere mittels CO2-Narkose und anschließender zervikaler Dislokation ge-

tötet. Anschließend erfolgte die Entnahme von Fett aus Subkutangewebe, Abdomen, 

Nierenbecken und Nacken. Unter sterilen Bedingungen wurde nach der Entnahme das 

gewonnene Fettgewebe in PBS gewaschen. Danach wurde das Fett mittels einer 

Schere zerkleinert bis zum Entstehen einer homogenen Masse, die für 45min bei 

+37°C in einer sterilfiltrierten (Millipore-Falcon 22µm) Collagenase IV-Lösung 

(0,5mg/ml Collagenase IV in MEMα-Medium, 2mM Glutamin, 1% Pen/Strep) inkubiert 

wurde. Anschließend erfolgte eine erneute Durchmischung der Zellsuspension durch 

mehrmaliges Auf- und Abpipettieren, Filtration (Millipore-Falcon 100µm) und zweima-

liges Waschen mit PBS vor und nach Zugabe und Zentrifugation mit Erylysepuffer. 

Dann wurde das entstandene Zellpellet mit Nährmedium (MEMα-Medium + 20%FCS 

+ 1%L-Glutamin + 1%Pen/Strep) in eine T25-Zellflasche überführt. Die spindelförmi-

gen Zellen weisen eine Plastikadhärenz auf (siehe Abbildung 9). Folglich wurden die 

nicht adhärenten Zellen nach 24 Std. durch einen Mediumwechsel entfernt.  

2.2  Kryokonservierung  

Zur besseren Verfügbarkeit wurden die MSC zum Teil kryokonserviert und bei           

-80°C bis zum Gebrauch verwahrt. Dazu wurden die Zellen gepoolt, in der Zählkammer 

mit Trypanblau zum Ausschluss toter Zellen gezählt und anschließend mit einer Ge-

frierlösung bestehend aus 40% FCS und 60% Nährmedium auf eine Zellzahl von 10 

Mio. Zellen/ml eingestellt. Die Zellsuspension wurde für 20min auf Eis gelagert und 

dann tropfenweise mit einer zweiten Gefrierlösung (20% DMSO, 80% FCS) versetzt. 
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Die MSC wurden zu Zellzahlen von 5 Mio. pro Kryovial aufgeteilt und in der Nalgene 

Freezing Box mit Isopropanol (99,9%) für 12 Std. um 1°C/min auf -80°C herunterge-

kühlt und anschließend bei dieser Temperatur weiterverwahrt. 

2.3 Kultivierung und Differenzierung von MSC 

Die MSC wurden in vitro kultiviert. Die Fähigkeit zur Differenzierung in Adipozyten 

und Osteoblasten wurde routinemäßig in einer der Passagen 2-4 kontrolliert. 

2.3.1 Kulturbedingungen 

Die Zellen wurden nach der Isolation aus dem Fettgewebe bzw. nach dem Auftauen 

bei +37°C und 5% CO2 in 175cm² Zellkulturflaschen mit 25ml Nährmedium im Brut-

schrank gelagert. Das Medium wurde zweimal pro Woche gewechselt. Beim Erreichen 

einer Zellkonfluenz von etwa 80% wurden die Zellen mittels zweiminütiger Inkubation 

mit 0,5%igem Trypsin-EDTA bei +37°C vom Flaschenboden abgelöst. Es erfolgte eine 

lichtmikroskopische Kontrolle des Ablösevorganges, der dann durch Zugabe von ser-

umhaltigem Medium beendet wurde. Die Zellen wurden dann im Verhältnis 1:2 oder 

1:3 auf neue Zellkulturflaschen aufgeteilt, das Nährmedium entsprechend auf 25ml 

aufgefüllt und wieder bei +37°C inkubiert. Für die Versuche wurden Zellen der Passa-

gen 4-7 verwendet. 

2.3.2 Adipozyten 

Zur Differenzierung in Adipozyten wurden die MSC aus einer der Passagen 2-4 vor 

Versuchsbeginn zu Zahlen von je 25.000 Zellen pro Well in 12-Well Platten mit je 2ml 

Kulturmedium (MEM-α, 15% FCS, 1% Pen/Strep, 1% Glutamin) ausplattiert. Am 

nächsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel und die Wells wurden mit je 2ml Adipozy-

ten-Differenzierungsmedium (MEM-α, 2mM Glutamin, 1% Pen/Step, 15% FCS, 60µM 

Indomethacin, 500µM IBMX, 50µg/ml-Ascorbinsäure, 10nM Dexamethason, 2µM In-

sulin) befüllt und für 7 Tage bei +37°C im Inkubator mit regelmäßigem Mediumwechsel 
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nach 2-3 Tagen bebrütet. Zur Kontrolle wurden MSC in normalem Kulturmedium ana-

log zu den zu differenzierenden MSC ausgesät. 

Zur Überprüfung des Differenzierungserfolges wurde am Ende ein Red-Oil-O Adi-

pozytennachweis durchgeführt. Dazu wurden die Zellen mit PBS unter sterilen Bedin-

gungen gewaschen, mit 10%iger Formaldehydlösung fixiert, anschließend mit 60%i-

gem Isopropanol gewaschen und nach dem Trocknen mit Red-Oil-O-Arbeitslösung 

(3,5mg Red-Oil-O/ml Isopropanol; sterilfiltriert) gefärbt. Nach 20-60min Inkubationszeit 

wurden die Wells 4x mit Aqua dest. gewaschen und mikroskopiert (Abbildung 10). 

2.3.3 Osteoblasten 

Die MSC für die Osteoblastendifferenzierung wurden aus einer der Passagen 2-4 

in 6-Well-Platten zu 50.000 Zellen pro Well mit je 3ml Kulturmedium ausgesät; analog 

dazu die gleiche Anzahl an Wells mit MSC zur Kontrolle. Am Tag 1 wurde das Medium 

gewechselt und in die zu differenzierenden Wells wurde Differenzierungsmedium 

(MEM-α, 2mM Glutamin, 1% Pen/Strep, 15% FCS, 10nM Dexamethason, 5nM β-Gly-

cerophosphat, 50µg/ml L-Ascorbinsäure) gegeben; die Kontrollwells erhielten weiter 

normales Kulturmedium. Es erfolgte ein regelmäßiger Mediumwechsel nach jeweils 3-

4 Tagen während des Differenzierungszeitraums von 14 Tagen. 

Die gelungene Osteoblastendifferenzierung wurde durch einen Osteoblastennach-

weis nach Kossa wie folgt bestätigt: Die Wells wurden gründlich mit Aqua dest. gewa-

schen und mit 5%iger Silbernitratlösung für 40min bei hellem Licht und Raumtempe-

ratur inkubiert. Danach wurden sie 1-2min unter UV-Licht gehalten und wieder mit 

Aqua dest. gewaschen. Dann erfolgte eine 5-minütige Inkubation mit 1%iger Py-

rogallolsäure und daraufhin erneut ein Waschschritt mit Aqua dest. Zuletzt wurde zum 

Entfernen letzter Silbernitratreste 5%ige Natriumthiosulfatlösung zugegeben und wie-

der für 5min inkubiert. Nach dem Waschen mit Aqua dest. wurden die Wells mikrosko-

piert (Abbildung 11).  

2.3.4 Inaktivierung von MSC 

Es wurden Zellen aus den Passagen 4-6 verwendet. Wie bei Luk et al. [90] be-

schrieben, wurden die MSC werden mittels Trypsin-EDTA von der Zellkulturflasche 

abgelöst, zweimal mit PBS gewaschen und dann in MEM-α resuspendiert. 
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Anschließend erfolgte die 30-minütige Hitzeinaktivierung in einem mit Parafilm versie-

gelten 50ml Falcon-Röhrchen im Wasserbad bei exakt +50°C. Danach wurde erneut 

zentrifugiert und mit PBS gewaschen bevor die Zellen weiterverwendet wurden. 

2.4 MTT-Assay 

Die MTT-Assays wurden auf flachen 96-Well-Platten durchgeführt mit je 5000 Zel-

len (Zählung unter dem Mikroskop mittels Zählkammer) in 100µl MEMα (+15% FCS) 

pro Well bei einer Inkubationszeit von 24 Std. im CO2-Inkubator bei +37°C. Parallel zur 

Vitalitätsbestimmung der HI-MSC erfolgte immer eine Kontrolle mit der gleichen An-

zahl an Wells befüllt mit vitalen MSC. 

Eine Lösung aus 5mg MTT gelöst in 1ml PBS wurde hergestellt, sterilfiltriert (Milli-

pore 22µm) und 5 Std. vor Ende der Inkubationszeit wurden je 20µl dieser Lösung in 

jedes Well gegeben. Die Platten wurden dann wieder für die restlichen 5Std. im CO2-

Inkubator aufbewahrt. Anschließend wurde das Medium abpipettiert und Kristalle wur-

den mittels 100µl DMSO pro Well und wiederholtem Auf- und Abpipettieren aufgelöst. 

Als Referenzwert wurden zusätzlich zuvor leere Wells mit je 100µl DMSO befüllt und 

die Platten erneut für 5min bei +37°C inkubiert. Darauffolgend wurden die Proben er-

neut durchmischt, die Absorption von MSC, HI-MSC und Kontrolle bei 540nm in jedem 

Well bestimmt und daraus jeweils der Mittelwert pro Testreihe bestimmt.  

2.5 Mixed Lymphocyte Reaction 

Responderzellen wurden aus Balb/C-Mäusen und Stimulatorzellen aus B6-Mäusen 

isoliert. Die Spendertiere wurden durch CO2-Vergiftung und anschließende zervikale 

Dislokation getötet. Die Milzen wurden nach Entnahme in gekühltem PBS gelagert und 

anschließend schnellstmöglich mittels Gentle-MACS Shredderer zerkleinert, um eine 

homogene Suspension zu erhalten. Danach wurde die Suspension erneut durch ein 

22µm-Sieb in einen Falcon gespült und 5min bei 1500rpm, +4°C zentrifugiert. Nach 

Abnahme des Überstandes erfolgte eine Resuspendierung in 5ml Erylyse-Puffer mit 

5min Inkubationszeit. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 20ml PBS gestoppt und 
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danach erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellpellets in 10ml 

PBS resuspendiert und die Zellzahlen bestimmt. 

Die B6-Splenozyten lagerten bis zum Aussäen der MLR in MLR-Medium (RPMI 

1640 Medium, 0,1% 50mM 2-mercaptoethanol, 1% MEM non-essential Amicoacids 

(100x), 2% 1M HEPES, 1% 100mM Na-pyruvat solution, 1% Pen/Strep, 1% MEM vi-

tamin-solution, 1% 200mM M-Glutamin, 10% FCS) auf Eis und wurden auf 

100.000/100µl eingestellt. 

Labelling der Balb/C-Splenozyten mit Cell Proliferation dye eFlour670 nach Einstel-

lung der Zellzahl auf 20Mio/ml mit einer Endkonzentration der APC-Lösung von 2,5µM. 

Im Anschluss an die Färbung wurden die Zellen erneut gezählt und auf 100.000/50µl 

in MLR-Medium eingestellt. Die gelabelten Balb/C (100.000 pro Well) wurden sowohl 

allogen durch die zuvor gewonnen B6-Splenozyten (je 100.000 pro Well), als auch 

durch CD3-Antikörper (2,4µl/ml) stimuliert. Zu Kompensationszwecken wurden des 

Weiteren ungefärbte B6-Splenozyten mit CD3-Antikörpern stimuliert. Die MSC bzw. 

HI-MSC wurden zu je 3 Wells in verschiedener Zellzahl (25.000, 10.000 und 5.000) 

mit je 100.000 Balb/C und 100.000 B6 in einer 96-Well Rundbodenplatte ausgesät. 

Die Ernte erfolgte am Tag 4 mit anschließender FACS-Färbung. Färbung der Pro-

ben mit CD3-PE und 506-vital dye und PE-Kompensation durch CD4-PE. Anschlie-

ßend Lagerung der Zellen in IC-Perm Puffer über Nacht bei +4°C. Am nächsten Tag 

erfolgte die durchflusszytometrische Messung der Proben. 

2.6 Durchflusszytometrie 

Bei der Durchflusszytometrie (Fluorescence-Activated Cell Sorting/FACS) werden 

Oberflächenmoleküle, intrazelluläre Proteine, Peptide und DNA quantitativ bestimmt. 

Die Messung beruht auf einer Antigen-Antikörper-Reaktion, die mittels spezifischen 

mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Antikörpern durchgeführt wird [96]. 

Im vorliegenden Versuchsaufbau wurden die Oberflächenmarker sowohl der nativen 

als auch der hitzebehandelten MSC mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Zu diesem 

Zweck wurden die Zellen zuerst mit PBS und anschließend mit MACS-Puffer gewa-

schen. Nach Resuspendierung in PBS wurden die Zellen aliquotiert, erneut abzentri-

fugiert und abgeschüttet. Die Färbung erfolgte mit den Farbstoffen Fluorescein-
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Isothiocyanat (FITC) für CD106 und Sca1, CD105 und MHC Class I H-2Kb (Klon AF6-

88.5.5.3), Phycoerythrin-Cyanin 7 (PeCy7) für CD11b und mit Allophycocyanin (APC) 

für CD44, CD29 und MHC Class II I-Ab (Klon AF6-120.1). Isotypen-Kontrolle durch 

Referenz-Antikörper CD44 für PE, PeCy7, APC und Sca1 für FITC. CD11b stellte die 

Negativkontrolle dar, da MSC dieses Molekül nicht auf ihrer Oberfläche aufweisen [97]. 

Nach der Färbung wurden die Proben gevortext, für 15min bei +4°C inkubiert und an-

schließend wieder mit MACS-Puffer gewaschen. Nach Resuspendierung in Parafor-

maldehyd erfolgten Messung und Auswertung. 

2.7 Isolation von Knochenmarkszellen 

Zum Zwecke der Knochenmarkgewinnung wurden männliche B6-Mäuse mittels 

CO2-Narkose und anschließender zervikaler Dislokation getötet. Den Tieren wurden 

Femur und Tibia beidseits entnommen, von Sehnen und Muskeln befreit und zur Ge-

währleistung von Sterilität für 1min in 75%igem Ethanol inkubiert. Danach wurden die 

Knochen 2x in sterilem PBS gewaschen und bis zur Weiterverarbeitung stets in steri-

lem PBS auf Eis gelagert. Mittels einer sterilen Schere wurden die Epiphysen entfernt 

und die Knochen mit einer PBS-gefüllten 5ml Spritze durch eine 27G Kanüle durchge-

spült bis das Knochenmark zur Gänze herausgespült war und sie weißlich durchschei-

nend erschienen. Ggf. wurden die Knochen mehrfach nachgekürzt, um eine möglichst 

effektive Knochenmarkisolation zu ermöglichen. Das Knochenmark wurde in Pet-

rischalen aufgefangen und mit einer Spritze resuspendiert bis eine homogene Lösung 

entstand. Diese wurde anschließend durch ein 100µm Zellsieb in ein 50ml Falconröhr-

chen überführt und für 5min bei 1500rpm, +4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgenommen und in Medium (DMEM, 10%FCS, 1% P/S, 100ng/ml M-CSF) resuspen-

diert.  

2.8 Kultivierung von Monozyten aus dem Knochenmark 

Die nach obiger Prozedur gewonnenen Knochenmarkszellen wurden anschließend 

wie folgt zu Monozyten (bone marrow derived monocytes/BMDM) differenziert: 
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Ausplattierung auf 10cm Platten in Monozyten-Medium und Inkubation im Brutschrank 

bei +37°C, 5% CO2 mit Mediumwechsel an Tag 3 und 6. An Tag 7 wurden die Zellen 

durch Ablösung von der Plastikoberfläche mittels Trypsin/EDTA geerntet. Die Abstop-

pung der Reaktion erfolgte mit FCS-haltigem Medium. Anschließend wurden die Zellen 

in ein 50ml Falconröhrchen überführt und zentrifugiert (1500rpm, 5min, RT). Der Über-

stand wurde abgenommen und die Zellen in Medium resuspendiert.  

2.9 Monozyten Co-Kultur 

Knochenmarkszellen wurden wie zuvor beschrieben gewonnen und zu Monozyten 

differenziert. Die so generierten Monozyten wurden in einem Nährmedium (RPMI 1640 

Medium, 0,1% 50mM 2-Mercaptoethanol, 1% MEM non-essential Aminoacids (100x), 

2% 1M HEPES, 1% 100mM Na-Pyruvat Lösung, 1% Pen/Strep, 1% MEM Vitamin Lö-

sung, 1% 200mM Glutamin, 10% FCS) auf 200.000 Zellen/ml eingestellt und in 24-

Well-Platten zu 100.000 Monozyten pro Well mit je 100.000 MSC bzw. 100.000 HI-

MSC in einem Endvolumen von 1ml/Well ausgesät. Nach der Ausplattierung wurden 

die Zellen über Nacht im Brutschrank (+37°C, 5% CO2) inkubiert und am nächsten Tag 

erfolgte die Zugabe von 100ng LPS zu jedem Well, um die Monozyten zur TNFα-Pro-

duktion anzuregen. Nach 7 Std. Inkubationszeit im Brutschrank wurde der Überstand 

in 1,5ml Eppendorf-Cups überführt, zentrifugiert und der zellfreie Überstand mittels 

TNFα-ELISA analysiert.  

2.10 TNFα-ELISA 

Zur Messung der TNFα-Produktion der LPS-stimulierten Monozyten in der Co-Kul-

tur wurden aus den zellfreien Überständen TNFα-ELISAs durchgeführt. Dazu wurden 

flache 96-Well Platten am Vortag mit Capture-Antikörper, verdünnt 1:250 in Coating 

Buffer (0,1M Natriumcarbonat), befüllt und über Nacht bei +4°C inkubiert. Am nächsten 

Tag wurden die Platten 3x mit Waschpuffer (PBS, 0,05% Tween) gewaschen und an-

schließend mit Assay Diluent (10% FCS in PBS) für 1h bei Raumtemperatur geblockt. 

Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die Standards in einer Reihe von 
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1000pg/ml abwärts je um den Faktor 2 verdünnt und ebenso wie die Proben in Dop-

pelbestimmung ausplattiert und für 2h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde 

wiederum 3x gewaschen und anschließend für 1h mit Detection-Antiköper (1:500 mit 

Assay Diluent verdünnt) und SA-HRP (1:250 mit Assay Diluent verdünnt) inkubiert. Die 

Platten wurden daraufhin wieder 3x gewaschen und dann für 30min bei Raumtempe-

ratur mit einer 1:1 Mischung der Substratreagenzien A und B im Dunklen inkubiert. 

Zum Stoppen wurde 1M H2SO4-Lösung verwendet. Anschließend erfolgte die photo-

metrische Auswertung des ELISAs bei 450-540nm.   

2.11 Tiere und Tierhaltung 

Die Tierversuche wurden gemäß den Tierschutzbestimmungen der regionalen Be-

hörden der Oberpfalz durchgeführt und genehmigt von der Regierung von Oberbayern 

unter dem Aktenzeichen 54-2532.1-41/13.  

Die ausschließlich männlichen Tiere hatten zum Zeitpunkt des Versuchseintritts ein 

Gewicht von 20-25g. Sämtliche Prozeduren wurden im Tierversuchslabor des Univer-

sitätsklinikums Regensburg durchgeführt und erfolgten unter adäquater Anästhesie. 

Bei den Spendertieren für Herzen und MSC handelte es sich um Mäuse vom Typ 

C57BL/6 („B6"), bei den Empfängertieren um Balb/C des Lieferanten Charles River 

Laboratories (Sulzfeld, Deutschland).  

2.12 Tiermodell und Gruppendesign 

Die Versuchstiere wurden in sechs Gruppen unterteilt. Vier Gruppen wurden mit 

MSC bzw. HI-MSC behandelt, zwei davon zusätzlich mit MMF, eine nur mit MMF und 

die Kontrollgruppe erhielt PBS: 

1. Kontrolle: Injektion von PBS in die V. caudalis mediana vier Tage vor der Operation. 

2. MMF: Intraperitoneale Injektion von MMF in einer Dosis von 160mg/kg Körperge-

wicht nach täglicher Gewichtserfassung von Tag 0 (OP-Tag) bis Tag 7. 
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3. MSC: Injektion von 0,5Mio. MSC in die V. caudalis mediana vier Tage vor der Ope-

ration. 

4. MSC + MMF: Applikation von 0,5Mio. MSC in die V. caudalis mediana vier Tage vor 

der OP. Zusätzlich intraperitoneale Injektion von MMF in einer Dosis von 160mg/kg 

Körpergewicht nach täglicher Gewichtserfassung von Tag 0 (OP-Tag) bis Tag 7. 

5. HI-MSC: Injektion von 0,5Mio. HI-MSC in die V. caudalis mediana vier Tage vor der 

Operation.  

6. HI-MSC+MMF: Applikation von 0,5Mio. HI-MSC in die V. caudalis mediana vier 

Tage vor der OP. Zusätzlich intraperitoneale Injektion von MMF in einer Dosis von 

160mg/kg Körpergewicht nach täglicher Gewichtserfassung von Tag 0 (OP-Tag) bis 

Tag 7.  

2.13 MSC-Injektion 

Die MSC wurden mit Trypsin aus der Kulturflasche abgelöst, mit PBS gewaschen 

und anschließend wieder in PBS resuspendiert. Je nach Versuchsgruppe wurden die 

Zellen anschließend hitzeinaktiviert oder direkt weiterverwendet. Die Zellzahlbestim-

mung erfolgte lichtmikroskopisch in einer Neubauer-Zählkammer durch Trypanblau-

Färbung. Die Zellen wurden auf eine Konzentration von 0,5Mio/ml eingestellt und dem 

im Maus-Restrainer fixierten Tier mit einer 27G Kanüle in die V. caudalis mediana in-

jiziert. 

2.14 Herztransplantation  

Die Spendermäuse (Typ B6) wurden mit Ketamin (1%) -Xylazin (0,02%) betäubt, 

an den Extremitäten mit Pflasterstreifen auf der OP-Unterlage fixiert und anschließend 

unter adäquater Anästhesie unter dem Mikroskop median laparotomiert. Nach Eröff-

nung der Peritonealhöhle wurden die Rippen durchtrennt und die ventrale Thoraxwand 

nach kranial umgeklappt, um das Mediastinum darzustellen. Danach erfolgte die In-

jektion von 100µl Heparin in die V. cava inf., um die Thrombusbildung zu verhindern. 
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5min später wurde die Aorta abdominalis abgesetzt und 5ml NaCl-Heparinlösung zur 

Spülung des Herzens in die V. cava inf. injiziert. Nach erneuter Spülung durch Injektion 

von 3ml NaCl in die Aorta ascendens wurden die zu- und abführenden Gefäße zuerst 

einzeln und zum Schluss zusammen ligiert, dann abgesetzt und das Herz explantiert. 

Das entnommene Organ lagerte bis zur Reimplantation in einem Falconröhrchen mit 

NaCl auf Eis. 

Die analog zur Spendermaus betäubte Empfängermaus (Typ Balb/C) wurde eben-

falls am OP-Tisch mit Klebebändern fixiert und das Operationsgebiet mit Ethanol 

(80%) abgewaschen. Anschließend erfolgte unter adäquater Anästhesie eine mediane 

Laparotomie, die Bauchdecke wurde mittels Klemmen am Rand des Operationsgebie-

tes fixiert, der Darm beiseite genommen und mit einer feuchten Kompresse abgedeckt, 

um ihn vor Exsikkose zu bewahren. Danach erfolgte die Anlage einer Blutsperre von 

V. cava inf. und Aorta abdominalis mittels Gefäßklemmen, die in größtmöglichem Ab-

stand voneinander platziert wurden. Die abgeklemmten Gefäßabschnitte wurden 

schließlich der Länge nach für etwa 3mm, entsprechend des Durchmessers der Spen-

dergefäße, eröffnet und anschließend umgehend mit Kochsalzlösung (0,9%) gespült. 

Dann erfolgte die End-zu-Seit-Anastomosierung von Aorta ascendens des Spenderor-

gans mit der Aorta abdominalis des Empfängers sowie von V. cava inferior und 

Truncus pulmonalis mit einer 11/0 Naht. Die Gefäßklemmen wurden schließlich ent-

fernt und bei intakter Anastomose begann das Herz innerhalb weniger Sekunden zu 

schlagen. Anschließend wurde der Darm wieder im Abdomen platziert, der Peritone-

alraum mit warmer Kochsalzlösung gespült und die Bauchdecke mit fortlaufender Naht 

verschlossen. 

Der Herzschlag wurde täglich durch abdominale Palpation kontrolliert und im Zwei-

fel wurden die Tiere erneut betäubt und laparotomiert, um ggf. unter Sicht die Herz-

funktion zu überprüfen. Als Tag der Abstoßung wurde jener definiert, an dem kein 

transabdomineller Herzschlag mehr palpabel war. Zur Verifizierung der Diagnose er-

folgte eine mediane Laparotomie unter Narkose. 
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2.15 T-Zell Färbung abgestoßener Herztransplantate 

Gefrierschnitte der Herzen wurden für 1 Std. bei Raumtemperatur getrocknet und 

anschließend für 10min bei +4°C in Aceton fixiert. Nach erneutem Trocknen für 60min 

wurden die Schnitte mittels einer ImmEdge™ pen eingekreist und anschließend für 

2x10min mit PBS auf der Rüttelplatte gewaschen. Danach wurden die Schnitte in einen 

Block mit PBS+10% Pferdeserum getaucht und für 30min bei Raumtemperatur inku-

biert. Anschließend wurde der Block geleert und der primäre Antikörper (rabbit anti-

CD3G monoclonal antibody EPR4517) zugegeben (1:200 in PBS, 2 µg/ml). Um eine 

unspezifische Bindung des zweiten Antikörpers ausschließen zu können, wurde PBS 

als Kontrolle eingesetzt. Nach einer Inkubationszeit von 2h in einer befeuchteten Kam-

mer bei Raumtemperatur wurden die Schnitte 3x5min mit PBS auf der Rüttelplatte ge-

waschen. Danach wurden die Schnitte im Dunkeln für 30min mit dem zweiten Antikör-

per (CyTM3 AffiniPure F(ab')2 Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)) 1:250 in PBS + 

10% Pferdeserum + DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol) 1:5000 inkubiert. Abschlie-

ßend wurden die Schnitte 3x10min mit PBS auf der Rüttelplatte gewaschen, mit Dako 

fluorescence mounting medium eingedeckt und mikroskopiert. 

2.16 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte unter Verwendung von GraphPad Prism Ver-

sion 7.03. Zum Kurvenvergleich wurde der Log-rank Test angewandt. Statistische Sig-

nifikanz wurde angenommen bei p<0.5 (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).  
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3 Ergebnisse 

3.1 Metabolische Aktivität und Vitalität von HI-MSC 

Um festzustellen, ob murine MSC nach Hitzeinaktivierung noch eine metabolische 

Aktivität aufweisen, wurden MTT-Assays durchgeführt. Zur Reduktion fähige Zellen 

bewirken die Reduktion des gelben MTT in das blaue Formazan. Der erfolgte Farbum-

schlag kann photometrisch bestimmt werden und so auf die metabolische Aktivität der 

untersuchten Zellen geschlossen werden. Wie bereits für humane MSC beschrieben 

[90], verursacht die Hitzeinaktivierung auch bei murinen MSC eine irreversible Inakti-

vierung der metabolischen Aktivität. MTT-Assays 0 Std. bzw. 24 Std. nach Hitzeinak-

tivierung zeigten eine fehlende Reduktionsfähigkeit der HI-MSC. Dies stellte sich im 

Ausbleiben des Farbumschlags von gelb nach blau und der geringeren Absorption in 

der photometrischen Messung bei 540nm dar. Diese Ergebnisse zeigen, dass die me-

tabolische Inaktivierung der HI-MSC nicht nur irreversibel ist, sondern auch unmittelbar 

auf die Hitzebehandlung der Zellen folgt.  

 

        

Abbildung 2: MTT-Assay mit Reaktionsbeginn 0h nach Inaktivierung.  

Links: Die vitalen MSC sind zur Reduktion des gelben MTT in das blaue Formazan fähig. 

Rechts: Aufgrund ihrer fehlenden Stoffwechselaktivität sind die HI-MSC nicht mehr zur Reduktion des 

gelben MTT ins blaue Formazan fähig, ein Farbumschlag bleibt aus. Die Zellen sind aufgrund der voran-

gegangenen Hitzeinaktivierung nicht mehr plastikadhärent. Maßstab 150:1. 
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Abbildung 3: Messung der metabolischen Aktivität von MSC und HI-MSC 0h nach Hitzeinaktivierung im 

MTT-Assay mittels photometrischer Bestimmung der Absorption des Überstandes bei 540nm. HI-MSC 

sind im Gegensatz zu MSC nicht in der Lage das gelbe MTT zum blauen Formazan zu reduzieren, 

wodurch sich eine geringere Absorption ergibt. **** bezeichnet p<0.0001 

 

Die Auswirkungen der Hitzeinaktivierung auf die Vitalität der MSC wurde durch-

flusszytometrisch bestimmt. Die Zellvitalität wurde mittels Färbung durch LIVE/DEAD 

Fixable Aqua Dead Cell Stain nachgewiesen, wobei gezeigt werden konnte, dass 

67,7% der HI-MSC ihre Vitalität unmittelbar nach der Hitzeinaktivierung verloren hat-

ten. Die Anzahl der vitalen Zellen sank nach Hitzeinaktivierung noch weiter und nach 

24h ließen sich nurmehr 1,32% vitale Zellen detektieren.  

 

 

Abbildung 4: Durchflusszytometrie von MSC und HI-MSC. Direkt nach Hitzeinaktivierung haben 67,7% der 

Zellen ihre Vitalität verloren, nach 24h insgesamt 98,7%. 
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3.2 Oberflächenmarkerprofil von HI-MSC 

Zur Evaluation der Auswirkungen der Hitzeinaktivierung auf das Oberflächen-

markerprofil muriner MSC erfolgte die durchflusszytometrische Bestimmung der Ober-

flächenmarker CD11b, CD29, CD44, CD105, CD106, Sca-1, MHC I und MHC II. 

Die Kontroll-MSC waren positiv für die Oberflächenmarker Sca-1, CD29, CD44, 

CD105, CD106 und gering positiv für MHC I. MHC II war nicht detektierbar. Alle MSC 

waren negativ für CD11b. 

Die Hitzeinaktivierung bewirkte eine reproduzierbare Veränderung des Oberflä-

chenmarkerprofils der murinen MSC. Im Vergleich zu den MSC der Kontrollgruppe 

zeigten HI-MSC ein abgeschwächtes Signal für CD29 und CD44. Sca-1 und CD106 

waren nur noch in geringem Ausmaß detektierbar. Das Signal für CD105 und MHC I 

war nicht mehr nachweisbar. Analog zu den MSC zeigten sich auch die HI-MSC ne-

gativ für MHC II und CD11b. 
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Abbildung 5: Oberflächenmarkerprofil von MSC und HI-MSC im Vergleich. HI-MSC zeigen im Vergleich zu 

MSC ein schwächeres Signal für CD29 und CD44, nur noch geringe Detektion von Sca-1 und CD106, so-

wie den Verlust der Nachweisbarkeit von CD105 und MHC I. Sowohl MSC als auch HI-MSC waren negativ 

für CD11b und MHC II. 
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3.3 Keine Inhibition der T-Zell-Proliferation durch HI-MSC in der MLR 

Die Effekte muriner MSC und HI-MSC auf die T-Zell-Proliferation wurden in einer 

Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) aufgezeigt. Die Kontrollgruppe ohne MSC zeigte 

eine deutliche T-Zell-Proliferation durch die Stimulation mit allogenen T-Zellen. Vitale 

MSC hatten einen eindeutig inhibitorischen Effekt auf die Lymphozytenproliferation im 

Vergleich zur Kontrollgruppe ohne MSC. In der HI-MSC-Gruppe konnte eine eindeu-

tige Zunahme der T-Zell-Proliferation als Antwort auf die Stimulation mit allogenen T-

Zellen im Vergleich mit der Kontrollgruppe beobachtet werden. Im Gegensatz zu den 

vitalen MSC hatten HI-MSC demnach einen stimulierenden Effekt auf die T-Zell-

Proliferation. 

 

 

 

Abbildung 6: Die MLR wurde mit je 10000 MSC bzw. 10000 HI-MSC durchgeführt. Es zeigte sich ein deutli-

cher Rückgang in der T-Zell-Proliferation der MSC-Gruppe. Die HI-MSC hatten einen leicht positiven Effekt 

auf die T-Zell-Proliferation. „Ohne MSC“ als Kontrollgruppe zur Referenz. 
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3.4 HI-MSC hemmen TNFα-Produktion durch LPS-stimulierte Monozyten 

Um den Effekt von HI-MSC auf die Funktion CD14+ Monozyten zu untersuchen 

wurden Co-Kulturen angelegt. Dazu wurden MSC bzw. HI-MSC in einem 1:1 Verhält-

nis mit BMDM ausplattiert, kultiviert und mit LPS stimuliert. In einem anschließenden 

ELISA wurde die Konzentration von TNFα im Überstand ermittelt. 

In der Monozyten Co-Kultur waren sowohl MSC als auch HI-MSC in der Lage nach 

Stimulation mit LPS die Produktion von TNFα durch die CD14+ Monozyten im Ver-

gleich zur Kontrolle zu supprimieren. Im Überstand der Wells mit HI-MSC waren jedoch 

tendenziell höhere Konzentrationen an TNFα messbar als in den Wells mit vitalen 

MSC.  

 

 

Abbildung 7: TNFα-Produktion der Monozyten unter dem Einfluss von MSC und HI-MSC nach Stimulation 

mit LPS. Sowohl MSC als auch HI-MSC sind zur Suppression der TNFα-Produktion durch die LPS-stimu-

lierten Monozyten fähig. ** bezeichnet p<0.01, *** bezeichnet p<0.001. 

3.5 Kein verlängertes Überleben durch HI-MSC im HTx-Modell  

Zur Gegenüberstellung der immunmodulatorischen Effekte von MSC und HI-MSC 

in vivo erfolgte die i.v.-Applikation der Zellen in einem allogenen Herztransplantations-

modell. 

Die alleinige Verabreichung von MSC (n=7) hatte keinen positiven Effekt auf das 

Transplantatüberleben nach allogener Herztransplantation im Vergleich zur PBS-
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Kontrollgruppe (n=8) mit einem mittleren Überleben von 10 Tagen bzw. 10,5 Tagen 

(p=0,2). Die HI-MSC Gruppe (n=6) zeigte mit einer mittleren Überlebensdauer von 7 

Tagen ein signifikant geringeres Transplantatüberleben im Vergleich zur PBS-Gruppe 

mit 10,5 Tagen auf (p=0,0001).  

Bei alleiniger Behandlung mit MMF für 7 Tage (n=13) wurde ein signifikant erhöhtes 

Transplantatüberleben verglichen mit der PBS-Kontrolle von 10,5 auf 19 Tage im Mittel 

beobachtet (p<0,0001).  

Die Verabreichung von MSC in Kombination mit MMF (n=17) bewirkte mit 36 Tagen 

ein signifikant längeres Überleben im Vergleich zur Kontrollgruppe mit MMF 

(p=0.0002).  

Im Gegensatz zu den MSC hatten HI-MSC kombiniert mit MMF (n=15) keinen sig-

nifikant positiven Effekt auf die Überlebensdauer im Vergleich zur Monotherapie mit 

MMF (mittleres Überleben 14 Tage bzw. 19 Tage, p=0,07). Es wurde im Gegenteil 

sogar ein Trend in Richtung verringertes Transplantatüberleben beobachtet.  

 

 

Abbildung 8: Transplantatüberleben nach allogener Herztransplantation. Die Grafik zeigt, dass HI-MSC + 

MMF mit 14 Tagen ein weitaus geringeres Überleben lieferten als die Gruppe mit vitalen MSC + MMF und 

einer mittleren Überlebensdauer von 36 Tagen. 

 

Um nachweisen zu können, dass T-Zellen unmittelbar an der Transplantatabsto-

ßung beteiligt sind, wurde eine Immunfluoreszenzfärbung von Gefrierschnitten abge-

stoßener Herztransplantate aller Versuchsgruppen durchgeführt. Der blaue 
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Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol) wurde zur Markierung der 

DNA und damit der Zellkerne eingesetzt. Der Nachweis des auf T-Lymphozyten vor-

kommenden Transmembranproteins CD3 erfolgte durch Konjugation mit einem pri-

mären CD3-Antikörper und anschließender Färbung mit dem roten Cyaninfarbstoff 

Cy3. Durch diese Färbung der abgestoßenen Herzen konnte gezeigt werden, dass 

CD3+ T-Zellen zum Zeitpunkt der Abstoßung die Transplantate infiltrieren und verdeut-

licht somit deren Rolle als Akteure der akuten Abstoßungsreaktion nach allogener 

Herztransplantation.  

 

 

Abbildung 9: Immunfluoreszenzfärbung abgestoßener Transplantate aus der Kontrollgruppe und den Ver-

suchsgruppen. Die rote Farbe markiert CD3+ T-Zellen, die zum Zeitpunkt der Abstoßung die Organe infilt-

rieren. Die blaue Farbe markiert die mittels DAPI sichtbar gemachten Zellkerne. Die weiße Linie markiert 

80µm. 
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4 Diskussion 

Bereits seit einigen Jahren finden MSC im Rahmen klinischer Transplantationsstu-

dien vor allem bei Patienten nach Nierentransplantation Anwendung [98, 99]. Um eine 

sichere und verlässliche Therapie gewährleisten zu können ist es daher unabdinglich 

weitere Details bzgl. des Wirkmechanismus von MSC zu klären. Dies ist vor allem im 

Hinblick auf potenzielle Wechselwirkungen der MSC mit Medikamenten und zur Prä-

vention von Langzeitschäden von eminenter Wichtigkeit.  

Da HI-MSC einen inaktiven Zellmetabolismus aufweisen [90] liegt die Annahme 

nahe, dass HI-MSC hinsichtlich der tumorigenen Wirkung von MSC [30–32, 100] ein 

geringeres Nebenwirkungspotenzial als vitale MSC aufweisen könnten. Sie würden 

daher zum Zwecke einer Immunmodulation im Rahmen einer Organtransplantation bei 

entsprechender Wirksamkeit eine vielversprechende Alternative zu vitalen MSC dar-

stellen. Bisher durchgeführte Studien beschäftigten sich wie bereits eingangs erläutert 

zum überwiegenden Teil mit der Erforschung von MSC hinsichtlich ihres Potenzials 

zur Zellkommunikation über lösliche Faktoren. Vielversprechende Ergebnisse aus 

jüngsten Studien zeigen Mechanismen auf, die eine Sekretom-unabhängige Immun-

modulation durch MSC beschreiben [90–92]. Um ein eingehenderes Verständnis über 

die MSC-vermittelte Immunmodulation zu erlangen, wurden in der vorliegenden Studie 

die Effekte von MSC bzw. HI-MSC in einem etablierten Herztransplantationsmodell an 

der Maus [101, 102] verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass sich HI-MSC nicht 

positiv auf das Überleben nach Herztransplantation auswirkten. Im Folgenden werden 

die Ergebnisse in dieser Hinsicht diskutiert und versucht, die präsentierten Resultate 

mit dem aktuellen Forschungsstand zu vergleichen. 

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass HI-MSC im Rahmen der 

allogenen Herztransplantation bei Mäusen nicht zu einem verlängerten Überleben füh-

ren. Es konnte hingegen sogar ein Trend in Richtung einer verkürzten Überlebens-

dauer im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt werden. Daher gilt es zu erörtern, 

welche Mechanismen für die verzögerte Transplantatabstoßung bei MSC verantwort-

lich sind, folglich aber nicht durch HI-MSC in Gang gesetzt werden können.  

Der grundlegende Unterschied zwischen MSC und HI-MSC liegt in der fehlenden 

Stoffwechseltätigkeit der HI-MSC. Die Applikation Sekretom-defizienter bzw. IFNy-ak-

tivierter MSC hatte bei Lee et al. ähnliche Effekte auf die systemischen Zytokinspiegel 

verglichen mit der Verabreichung konventioneller MSC. Dies lässt darauf schließen, 
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dass der initiale systemische Effekt nicht von der Aktivität der MSC selbst, jedoch maß-

geblich von der Reaktion anderer Zellen auf die MSC abhängt.[103] Auf dieser Grund-

lage fußt die Annahme, dass HI-MSC einen mit MSC vergleichbaren Effekt im Sinne 

einer verbesserten Transplantatakzeptanz erzielen könnten. 

In den beschriebenen Versuchen wurde von einer vollständigen und irreversiblen 

metabolischen Inaktivität der HI-MSC ausgegangen, die Luk et al. bereits nachweisen 

konnten [90]. In Übereinstimmung hiermit konnte bei allen durchgeführten Messungen 

der metabolischen Aktivität der HI-MSC mittels MTT-Assay 0h und 24h nach Hitze-

schock eine fehlende Reduktionsfähigkeit der HI-MSC belegt werden. Dies zeigte sich 

durch die verminderte Absorption der Reaktionsprodukte in den Assays der HI-MSC 

zu allen Versuchszeitpunkten verglichen mit den vitalen MSC, wie es auch bei Luk et 

al. [90] der Fall war. Da HI-MSC keine parakrine Aktivität aufweisen [90], wäre es mög-

lich, dass die in dieser Studie durch HI-MSC hervorgerufenen Effekte der direkten In-

teraktion mit anderen Zellen über Mechanismen der Oberflächenantigenerkennung 

und direktem Zellkontakt zugeschrieben werden könnten, da eine Sekretom-vermit-

telte Zellkommunikation weitgehend ausgeschlossen werden kann.  

Die längsten Transplantatüberlebenszeiten konnten in der Versuchsgruppe beo-

bachtet werden, die eine Kombination aus vitalen MSC und MMF erhielt. Jedem Tier 

wurden 5x105 vitale MSC vier Tage vor der Transplantation i.v. verabreicht. Die Wir-

kung von MSC unterliegt einem dosisabhängigen Effekt. Die Schwelle für eine syste-

mische Wirkung nach i.v.-Applikation liegt bei ca. 3x105 Zellen [103]; dieser Schwel-

lenwert konnte somit um ein Vielfaches überschritten werden. Der günstigste Zeitpunkt 

für die MSC-Verabreichung erwies sich als vier Tage vor der Transplantation [93], wes-

halb dieser Zeitpunkt auch in der vorliegenden Studie gewählt wurde. Bei Popp et al. 

zeigten sich analog zur vorliegenden Studie durch die Kombination von MSC mit ge-

wichtsadaptiertem MMF für sieben Tage postoperativ ebenfalls die längsten Überle-

benszeiten nach allogener Herztransplantation [60]. Im Gegensatz dazu konnten HI-

MSC in Kombination mit MMF, verglichen mit den Ergebnissen aus der Kontrollgruppe, 

keine Verzögerung der Transplantatabstoßung bewirken. Es konnte sogar ein Trend 

hinsichtlich einer verfrühten Abstoßung der Organe beobachtet werden. Dies lässt da-

rauf schließen, dass unter dem alleinigen Einfluss der Oberflächenstruktur der MSC 

unter Ausnahme ihrer sekretorischen Wirkung Prozesse gefördert werden, die zu einer 

beschleunigten Abstoßungsreaktion führen. Ein intakter Zellmetabolismus der MSC 

kann daher als unabdinglich für die im Rahmen der allogenen Herztransplantation 
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beobachteten abstoßungsverzögernden Effekte von MSC [101, 102, 104, 105] ange-

sehen werden. 

Da der Effekt von MSC von deren Erkennung durch Empfängerzellen und die da-

rauf folgenden Reaktionen abhängig ist [103, 106], wurden zur näheren Charakterisie-

rung der Oberflächenstruktur der HI-MSC FACS-Messungen durchgeführt, die einen 

reproduzierbaren, unterschiedlich ausgeprägten Verlust von einzelnen Oberflächen-

markern als Folge der Hitzeinaktivierung zeigten. Allen voran hierbei der Verlust der 

Marker MHC I und CD105, die von MSC unter nativen Bedingungen exprimiert werden 

[90, 107–109]. Dies steht in Kontrast zur von Luk et al. [90] beobachteten Konservie-

rung des Immunophänotyps durch die Hitzeinaktivierung humaner MSC. Hier scheint 

demnach eine herabgesetzte Toleranz der Zelloberflächenmarker muriner Zellen im 

Vergleich zu Zellen humanen Ursprungs gegenüber der Hitzeexposition bei +50°C zu 

bestehen. Dies wirft die Frage auf, inwiefern diese Veränderungen Einfluss auf den 

Wirkmechanismus der murinen HI-MSC haben könnten. 

MHC I stellt einen inhibitorischen Liganden für NK-Zellen dar [110]. NK-Zellen rea-

gieren auf das Fehlen von Molekülen, die üblicherweise auf der Oberfläche von Zellen 

des Empfängers vorkommen [111]. Es konnte gezeigt werden, dass das Fehlen von 

MHC I folglich zur Aktivierung von NK-Zellen führt [112] und damit zur Apoptose der 

Zielzelle. Der Verlust von MHC I kann daher beruhend auf dieser „Missing-self-Hypo-

these“ zur beschleunigten Apoptose von Zellen führen. Die Beobachtungen von Luk 

et al. zeigen jedoch, dass HI-MSC keine Apoptose eingehen [91], weshalb dieser Me-

chanismus vermutlich als unbedeutend für die Erklärung der aufgezeigten Ergebnisse 

erachtet werden kann. Zudem zeigen MSC und HI-MSC nach i.v.-Applikation bei ge-

sunden Mäusen eine vergleichbare Abnahme der im Körper nachweisbaren MSC nach 

i.v.-Applikation [90]. Daher kann eine verfrühte Elimination von HI-MSC verglichen mit 

MSC vermutlich nicht als Ursache für deren schlechtere Wirkung im Herztransplanta-

tionsmodell verantwortlich gemacht werden kann. 

CD105 blieb bei den humanen MSC von Luk et al. [90] nach Hitzeschock weiter 

detektierbar. Das Glykoprotein ist Teil des TGFβ-Rezeptorkomplexes und an der An-

giogenese beteiligt [113, 114]. Anderson et al. konnten in vitro eine effizientere Supp-

ression der Proliferation von CD4+T-Zellen durch CD105- murine MSC verglichen mit 

CD105+ MSC feststellen [115]. Dieser Effekt basierte auf der erhöhten Produktion von 

iNOS und IL-6 durch die MSC, weshalb dieser Mechanismus für die stoffwechselinak-

tiven HI-MSC nicht in Frage kommt. Da in der vorliegenden Studie in vitro keine T-Zell-
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Suppression durch HI-MSC festgestellt werden konnte (Abbildung 6) ist anzunehmen, 

dass CD105- MSC nur bei intakter Stoffwechselaktivität zur effektiveren T-Zell-Supp-

ression verglichen mit CD105+ MSC fähig sind. Auf stoffwechselunabhängige Formen 

der Wirkung von CD105- MSC gibt es in der Literatur zum aktuellen Zeitpunkt noch 

keine Verweise. Um ein besseres Verständnis über den Wirkmechanismus von HI-

MSC zu erlangen, erfordert es daher weitere Untersuchungen und eine detailliertere 

Beschreibung der Oberflächenmarker dieser Zellentität. 

Da Monozyten wesentlich an der Vermittlung der immunmodulatorischen Effekte 

von MSC beteiligt sind [91] und sie zudem wichtige Akteure im Rahmen der Trans-

plantatabstoßung darstellen [116], wurde der Effekt von HI-MSC auf diese Zellgruppe 

näher betrachtet. Konkret wurde die Inhibitionsfähigkeit von MSC bzw. HI-MSC auf 

Monozyten nach Lipopolysaccharid-Stimulation in vitro untersucht. Für Sekretom-de-

fiziente HI-MSC ist bereits bekannt, dass sie ähnliche Effekte auf die systemischen 

Zytokinspiegel haben wie native MSC [103] und dass Monozyten zur Erkennung von 

HI-MSC fähig sind [90]. In Übereinstimmung damit konnte sowohl in der MSC- als auch 

in der HI-MSC-Gruppe eine Reduktion der TNFα-Produktion durch Monozyten nach 

Stimulation mit LPS gemessen werden. Da ein verfrühtes Absterben von Monozyten 

in Co-Kultur mit HI-MSC nachgewiesen werden konnte [117], ist dies als Ursache für 

diese Beobachtung in Erwägung zu ziehen. HI-MSC sind ebenso wie MSC zur Supp-

ression der TNFα-Produktion durch LPS-stimulierte Monozyten in vitro fähig. Es stellt 

sich die Frage nach dem zugrundeliegenden Mechanismus, der im vorliegenden Herz-

transplantationsmodell für die Regulation der Monozyten in vivo verantwortlich ist. 

MSC und HI-MSC weisen nach intravenöser Applikation das gleiche Verteilungs-

muster auf und sind 2h nach Verabreichung in der Lunge lokalisierbar und nach 24h 

zu >99% nicht mehr detektierbar [90]. Es ist davon auszugehen, dass sie dort analog 

zu MSC phagozytiert werden. Die Phagozytose von MSC bewirkt die Polarisierung von 

Monozyten zu einem Subtyp mit antiinflammatorischen Eigenschaften [91, 118]. Zu-

dem steigert die i.v.-Applikation von MSC die Phagozytoseaktivität von Monozyten 

[119]. Dies erlaubt den Schluss, dass die Phagozytose von infundierten MSC zu er-

höhten Spiegeln an antiinflammatorischen Monozyten führen müsste, was Miteva et 

al. in einem Maus-Myokarditismodell belegen konnten [120]. Gesteigerte Phagozytose 

führt somit zur effektiveren Monozytenmodulation durch MSC.   

Weiss et al. konnten zeigen, dass HI-MSC effizienter von Makrophagen erkannt 

bzw. phagozytiert werden als MSC. Weiters konnten HI-MSC einen überlegenen 
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antiinflammatorischen Effekt gegenüber MSC bei Sepsis durch Zökumpunktion bzw. 

mit MSC vergleichbare Ergebnisse nach Sepsisinduktion durch LPS-Stimulation her-

vorrufen.[90, 117] Diese Erkenntnisse indizieren, dass Phagozytose der maßgebliche 

Faktor für die durch HI-MSC hervorgerufene Modulation der Monozytenfunktion sein 

könnte. Die Zellapplikation erfolgte in diesem Sepsis-Modell intraperitoneal. So konnte 

ein Verbleiben der Zellen in der Lunge umgangen und eine direkte Zell-Zell-Interaktion 

am Ort des Geschehens herbeigeführt werden. Die Tiere aus der HI-MSC-Gruppe wie-

sen längere Überlebenszeiten auf als die der MSC-Gruppe [117]. Daher scheint allem 

voran die Kombination aus Hitzeinaktivierung und direkter Zellapplikation ins Zielge-

webe vorteilhaft für die Vermittlung antiinflammatorischer Prozesse durch MSC zu 

sein. Dies steht im Einklang mit der beobachteten Suppression der TNFα-Spiegel 

durch HI-MSC in vitro (Abbildung 7). Aus diesem Grund kann angenommen werden, 

dass dieser Effekt auf direktem Zellkontakt der HI-MSC mit den Monozyten beruhte, 

da keine Interaktion durch Stoffwechselprodukte möglich war. Folglich ist anzuneh-

men, dass der Effekt von HI-MSC in vivo analog zu MSC [108] vom Verabreichungs-

weg der Zellen abhängig ist und dies bei der Auswahl des Einsatzgebietes von HI-

MSC beachtet werden sollte.  

Die intravenöse Zellverabreichung stellt im Herztransplantationsmodell einen etab-

lierten Standard dar [61, 105]. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass MSC nach di-

rekter Injektion ins Gewebe bis zu vier Monate überleben [48] und nach intramyokar-

dialer Injektion über zehn Wochen hinweg im Herz detektierbar bleiben [121], das Im-

plantationsgewebe also nicht verließen. Verfolgt man die Theorie, dass HI-MSC ihre 

Wirkung auch nach lokaler Applikation effektiv entfalten können, wäre wohl auch im 

Rahmen der Herztransplantation ein alternativer Verabreichungsweg in Erwägung zu 

ziehen, wenn man auf stoffwechselinaktive HI-MSC als Vermittler der Immunmodula-

tion setzt. Da HI-MSC nicht wie vitale MSC agieren können, sollte überdacht werden, 

ob für MSC etablierte Verfahren analog auf HI-MSC angewandt werden sollten, oder 

ob es hier neuer Ansätze bedarf. 

Für MSC ist bekannt, dass sie zum großen Teil innerhalb 24 Std. nach Transfusion 

absterben und von Monozyten in der Lunge phagozytiert werden, was die Expression 

von programmed death-ligand 1 (PD-L1) und IL-10 bewirkt, und die TNFα- und IL-17-

Ausschüttung sinken lässt [91, 122]. Verantwortlich dafür ist eine Regulierung durch 

von MSC produziertem IL-6, HGF und IL-1RA, die eine Differenzierung von Monozyten 

und Makrophagen zu einem regulatorischen M2-Phänotyp mit antiinflammatorischer 
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Wirkung begünstigen [20, 68, 122, 123]. Da HI-MSC aufgrund ihrer metabolischen In-

aktivität nicht mehr zur Sekretion fähig sind, muss davon ausgegangen werden, dass  

die Monozytenmodulation im vorliegenden Modell nicht in dieser Art stattgefunden hat.  

Es ist eine enzymatische Aktivität der Oberfläche von HI-MSC hinsichtlich ihres 

Wirkmechanismus auf Monozyten in Betracht zu ziehen. MSC-Membranpartikel zeig-

ten bei Goncalves et al. in vitro enzymatische Aktivität und dezimierten proinflamma-

torische CD14+CD16+ Monozyten durch Induktion selektiver Apoptose [124]. De Witte 

et al. konnten zeigen, dass die Phagozytose von MSC den Phänotyp von Monozyten 

sowohl in vitro als auch in vivo nachweislich verändert. Nach der Phagozytose von 

MSC wurde ein Shift der untersuchten Monozyten von einem klassischen 

CD14++CD16- Subtyp hin zu einem immunregulatorischen CD14++CD16+ Intermediär-

typ beobachtet. Sowohl Phagozytose als auch die Exposition der Monozyten gegen-

über mit MSC vorkonditioniertem Medium konnten eine Veränderung des Phänotyps 

der Monozyten in vitro hervorrufen. Jedoch konnte nur durch Phagozytose von MSC 

durch Monozyten, nicht jedoch durch Kultivierung der Monozyten im vorkonditionierten 

MSC-Medium eine Hochregulation der Marker CD163 und CD206 nachgewiesen wer-

den.[91] CD163, ein Scavenger-Rezeptor mit hoher Affinität für den Hämoglobin-Hap-

toglobin-Komplex, und der Mannose-Rezeptor CD206 werden mit immunregulatori-

schen Funktionen von Monozyten assoziiert [125, 126]. Die alleinige Exposition von 

Monozyten gegenüber von MSC produzierten löslichen Faktoren reicht demnach nicht 

aus, um das regulatorische Potenzial von MSC auf Monozyten vollständig auszu-

schöpfen, sondern erfordert die Phagozytose von MSC. Da Monozyten zur Erkennung 

von HI-MSC fähig sind [90], erscheint Phagozytose daher wiederholt als plausibler 

Mechanismus für die Erklärung des beobachteten Effektes von HI-MSC auf die Mo-

nozytenfunktion. 

Die Versuchstiere der HI-MSC Gruppe wiesen ein signifikant geringeres Transplan-

tatüberleben auf verglichen mit Tieren der PBS-Kontrollgruppe und der Gruppe, die 

ausschließlich MSC erhielt (Abbildung 8). Es ist daher davon auszugehen, dass durch 

HI-MSC Prozesse gefördert werden, die verglichen mit MSC eine Transplantatabsto-

ßung begünstigen. Demzufolge ist anzunehmen, dass die durch MSC bewirkte Mo-

nozytenmodulation im Transplantationsmodell nach i.v.-Applikation der Zellen sowohl 

durch metabolische/sekretorische, als auch durch Zell-Zell-Kontakte vermittelt wird, 

was auch andere Arbeitsgruppen bereits zeigen konnten [90]. 
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Wie gezeigt werden konnte, lässt sich zum Zeitpunkt der Transplantatabstoßung 

eine Invasion von CD3+ T-Zellen in die Organe beobachten (Abbildung 9). Diese Zellen 

nehmen eine zentrale Rolle in der Abstoßungsreaktion von Herztransplantaten ein 

[127–129]. Aus diesem Grund wurde der Effekt von HI-MSC auf T-Zellen näher be-

trachtet. Zu diesem Zweck wurden MLR durchgeführt, in denen, im Gegensatz zu 

MSC, keine Hemmung der T-Zell-Proliferation durch die HI-MSC nach allogener Sti-

mulation der Lymphozyten beobachtet werden konnte (Abbildung 6). Auch Luk et al. 

konnten keine Inhibition der T-Zell Proliferation durch HI-MSC beobachten [90]. Bei 

Weiss et al. zeigte sich eine dosisabhängige Inhibition der Proliferation von CD3+ T-

Zellen durch humane MSC, nicht jedoch durch HI-MSC [117]. Goncalves et al. unter-

suchten den Effekt von humanen MSC-Membranpartikeln ohne vorangehende Hitz-

einaktivierung in der MLR und konnten auch dort keine Suppression der T-Zell-Prolife-

ration feststellen [124]. Demnach scheint die Stoffwechselaktivität der MSC essenziell 

für deren proliferationshemmende Wirkung auf T-Zellen zu sein. Dies wurde von Eng-

lish et al. nachgewiesen, die ein Zusammenwirken von Zellkontakt sowie der Expres-

sion von PGE2 und TGF-β1 für die Induktion von CD4+CD25+FoxP3+ Treg durch MSC 

und damit verbundener Toleranzausbildung nachweisen konnten [130]. Daneben 

konnten IDO, damit verbundener Zellstress durch Tryptophanmangel und Stickstoff-

monoxid (NO) als essenzielle Faktoren der Inhibition von T-Zellen durch MSC identifi-

ziert werden, für deren Bildung ein intakter Zellmetabolismus obligat ist [72, 131, 132]. 

Humane HI-MSC haben demnach keinen Einfluss auf die Proliferation von T-Zellen 

und nur bei intakter Stoffwechseltätigkeit zeigen humane MSC proliferationshem-

mende Eigenschaften auf T-Zellen. Murine MSC weisen in dieser Hinsicht ein anderes 

Verhalten auf, da die murinen HI-MSC in der vorliegenden Studie in der MLR nicht nur 

keine Inhibition, sondern eine Steigerung der T-Zell-Proliferation bewirkten. Die Ober-

fläche von murinen HI-MSC wirkt allem Anschein nach also als Proliferationsstimulus 

auf T-Zellen, was sich mit der verkürzten Transplantatüberlebensdauer in der HI-MSC-

Gruppe deckt.   

MSC sind neben der Proliferationshemmung von T-Zellen auch zur Rekrutierung 

und Regulation von Treg durch die Konversion von Effektor-T-Zellen zu Treg fähig [64, 

83, 133]. Direkter Zellkontakt durch den Inducible T-cell co-stimulator Ligand (ICOSL) 

erwies sich als obligat für die kontaktabhängige Regulation der durch MSC vermittelten 

Treg-Induktion [134]. Es ist auch bekannt, dass die Expression von IDO, TGF-β bzw. 

PD-1/PD-L1 durch MSC von Bedeutung ist für die Induktion von Treg [64, 135], wozu 
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HI-MSC nicht fähig sind. Weiters zeigte sich die Anwesenheit von Monozyten und de-

ren Sekretion von TGF-β1 und CCL-18 als obligat für die Hochregulation von Treg, da 

dieses Chemokin mitverantwortlich für die Bildung von Treg aus Gedächtnis-T-Zellen 

ist [136–138]. Bekanntermaßen sind Treg unabdinglich für die Aufrechterhaltung der 

Selbsttoleranz eines Organismus [139] und tragen durch die Suppression der Immun-

antwort auf Fremd-Antigene zur Transplantattoleranz bei [64, 140]. HI-MSC führen in 

vitro jedoch zu einem beschleunigten Absterben von Monozyten [117], was den erläu-

terten Prozess der Treg-Bildung negativ beeinflussen könnte und so ebenfalls zur ver-

minderten Transplantatakzeptanz durch HI-MSC beitragen könnte. 

In abgestoßenen Nierentransplantaten konnten gewebsständige CD8+ Gedächtnis-

T-Zellen mit ausgeprägten Effektorfähigkeiten zur Produktion von TNFα und IFNγ, so-

wie hohen intrazellulären Spiegeln der Serinprotease Granzym B, nachgewiesen wer-

den [141]. HI-MSC sind im Gegensatz zu MSC nicht dazu fähig die Expression von 

Granzym B durch allogen stimulierte CD8+ T-Zellen zu hemmen [117]. Granzym B ist 

ein grundlegender Mediator der Transplantatabstoßung [141, 142]. Im zeitlichen Ver-

lauf werden die T-Zellen des Spenders im Organ zunehmend von alloreaktiven T-Zel-

len des Empfängers ersetzt [141], die wie beschrieben, ebenfalls nicht von HI-MSC 

gehemmt werden können. HI-MSC sind somit nicht in der Lage, auf diesen elementa-

ren Mechanismus der Transplantatabstoßung Einfluss zu nehmen und so eine Absto-

ßungsreaktion zu verhindern. 

Die metabolisch inaktiven HI-MSC in Kombination mit MMF zeigten einen Trend in 

Richtung eines verkürzten Transplantatüberlebens verglichen mit der MMF-Gruppe 

(Abbildung 8). Diese Beobachtung in Zusammenschau mit den aufgezeigten Effekten 

von HI-MSC auf T-Zellen lässt vermuten, dass die Ursache für die fehlende Wirkung 

von HI-MSC im Herztransplantationsmodell auf deren Unfähigkeit zur Sekretions- und 

Proliferationshemmung von T-Zellen beruht. Die Induktion von Treg durch MSC liegt 

einem komplexen, noch nicht vollständig verstandenem Mechanismus zugrunde, der 

sowohl von Zellkontakt, löslichen Faktoren, der Induktion extrazellulären Vesikeln, als 

auch von APC abhängt [143]. Dies lässt vermuten, dass HI-MSC möglicherweise nicht 

zur Hochregulation von Treg fähig sein könnten, da sie die Transplantatakzeptanz nicht 

verbessern konnten. Es besteht daher Grund zur Annahme, dass die metabolische 

Aktivität der MSC einen unverzichtbaren Faktor für die Treg-Induktion durch MSC dar-

stellt und unterstreicht die Rolle der Treg in der MSC-vermittelten Transplantattoleranz. 
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In der vorliegenden Studie erfolgte auf Basis der Ergebnisse vielversprechender in 

vitro Versuche mit humanen HI-MSC [90] der Einsatz von murinen HI-MSC in einem 

in vivo Modell. Es zeigten sich jedoch reproduzierbare Unterschiede im Oberflächen-

markerprofil der murinen HI-MSC im Vergleich zu den humanen, wie bereits vorange-

hend erläutert wurde. Luk et al. konnten keinen Anhalt für die Induktion von zellulärem 

Stress oder Apoptose durch die Hitzeinaktivierung von humanen MSC finden [90], was 

in der vorliegenden Arbeit nicht gesondert für murine MSC untersucht wurde. Jedoch 

lässt sich indirekt aufgrund des kompletten Fehlens der metabolischen Aktivität der HI-

MSC darauf schließen.  

Für die Zellakquise erfolgte die Ernte der Kulturen in den Passagen 4-6. Da MSC 

mit steigender Passage an Differenzierungspotential verlieren [144, 145], wäre eine 

Ernte in möglichst frühen Passagen, etwa 2-4, vorteilhaft, wobei dies erheblich höhere 

Zahlen an Spendertieren erforderlich machen würde. Arbeitsgruppen mit ähnlichem 

Versuchsaufbau verwendeten Zellen der Passagen 2-12 [90, 105], was den Vergleich 

von Ergebnissen mit diesen Studien daher durchaus zulässt. 

In der vorliegenden Studie wurden die Effekte von hitzeinaktivierten MSC im Rah-

men einer allogenen Organtransplantation in vitro und in vivo untersucht. Da kontinu-

ierlich metabolisch aktive MSC zum Vergleich eingesetzt wurden, konnte beurteilt wer-

den, für welche Prozesse mit großer Wahrscheinlichkeit die Stoffwechselaktivität der 

MSC bzw. deren Sekretom nötig ist, bzw. welche Effekte auf einer Erkennung der me-

tabolisch inaktiven HI-MSC durch Zellen des Immunsystems beruhen könnten. Eine 

interessante Ergänzung der Ergebnisse würde einerseits eine Untersuchung des Sek-

retoms von metabolisch aktiven murinen MSC  nach dem Vorbild von Luk et al. [90] 

darstellen. Darüber hinaus könnte durch eine detailliertere Charakterisierung des 

Oberflächenprofils hitzeinaktivierter MSC mehr Aufschluss über deren Interaktionspo-

tenzial mit anderen Zellen erlangt werden. 

4.1 Ausblick 

Murine HI-MSC erwiesen sich als nicht förderlich für das Transplantatüberleben 

nach allogener Herztransplantation im Mausmodell. Hier scheinen vitale MSC deutlich 

überlegen zu sein.  
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Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass es auch Voraussetzungen gibt, un-

ter denen vitale Zellen einen eher ungünstigen Ausgang bewirken. So etwa konnte 

nach i.v.-Applikation von apoptotischen MSC im CLP-Sepsismodell von Ratten eine 

geringere Lungen- und Nierenschädigung, sowie eine Reduktion von oxidativem 

Stress, Apoptose und histopathologischen Veränderungen im Vergleich zur Verabrei-

chung von lebenden MSC festgestellt werden [146]. Apoptotische MSC konnten bei 

Chang et al. die Mortalität in einem CLP-Sepsis Modell bei Ratten durch Senkung von 

TNFα, T-Helfer- und zytotoxischen T-Zellen vermindern. Durch vitale MSC konnte kein 

vergleichbarer Effekt beobachtet werden.[147] Apoptotische MSC zeigten sich in Kom-

bination mit Melatonin überlegen in der Behandlung eines akuten Ischämie-Reperfusi-

onsschadens der Lunge gegenüber vitalen MSC [148]. Die Phagozytose von apopto-

tischen MSC durch Makrophagen zeigte sich weiters als vorteilhaft für das Überleben 

hypoxischer Kardiomyozyten [106]. Zellvitalität bzw. aktiver Metabolismus scheinen 

demnach keine absoluten Voraussetzungen für die erfolgreiche Behandlung verschie-

denster Krankheitsbilder mit MSC darzustellen. Es ist vielmehr anzunehmen, dass die 

Induktion einer langfristigen Transplantattoleranz durch MSC schlichtweg einen Ein-

satzbereich darstellt, für den ein Zellmetabolismus obligat ist, wie es bei den aufge-

zählten Erkrankungen jedoch nicht der Fall zu sein scheint. 

Nicht nur die zu behandelnde Krankheit, auch die zu behandelnden Patienten stel-

len eine optimierungsfähige Variable in der Therapie mit MSC dar. Galleu et al. beo-

bachteten, dass nur GvHD-Patienten mit hoher zytotoxischer Aktivität gegenüber MSC 

zu einer Reaktion auf die Infusion mit MSC fähig waren, nicht aber Patienten mit ge-

ringer zytotoxischer Zellaktivität [92]. Dies indiziert, dass der Behandlung von Patien-

ten mit MSC eine Evaluation ihrer Reaktionsfähigkeit auf MSC vorausgehen sollte, um 

bestmögliche Erfolgsaussichten zu gewähren und vermeidbare Nebenwirkungen re-

duzieren zu können. 

Vor dem Hintergrund eine Alternative für metabolisch aktive MSC zu finden, stellen 

auch MSC-Membranpartikel eine vielversprechende Option dar, da für diese in vitro 

eine Induktion selektiver Apoptose von Monozyten, sowie enzymatische Aktivität nach-

gewiesen werden konnte [124].  

Durch die Präaktivierung von MSC mit TNFα, IFNγ und IL-1β zeigte sich in vitro ein 

verstärktes immunmodulatorisches Potenzial [149, 150]. Der Einsatz solcher präakti-

vierter MSC zur Hitzeinaktivierung könnte daher ebenfalls einen Ansatzpunkt für künf-

tige Experimente darstellen. Auch Genmodifikation bietet einen Ansatz zur 
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Optimierung des therapeutischen Effekts durch MSC im Rahmen der Organtransplan-

tation [151–154] und könnte Gegenstand nachfolgender Forschung mit MSC bzw. HI-

MSC sein. 

Um einen effektiven, sicheren und zielgerichteten Einsatz von HI-MSC ermöglichen 

zu können, erfordert es jedoch ein besseres Verständnis der Funktionsweise von MSC 

bzw. HI-MSC als es zum aktuellen Zeitpunkt der Fall ist. Zukünftige Forschung sollte 

sich daher der detaillierten Aufklärung der Kommunikationsmechanismen von MSC 

auf zellulärer Ebene widmen, um so potenzielle Einsatzgebiete für HI-MSC identifizie-

ren zu können. 



Zusammenfassung 

43 
 

5 Zusammenfassung 

In der vorliegenden Studie wurde der Einsatz von hitzeinaktivierten mesenchyma-

len Stammzellen in einem Modell allogener, heterotoper Herztransplantation bei Mäu-

sen evaluiert. Ergänzend wurden in vitro Versuche durchgeführt, um den Wirkmecha-

nismus der HI-MSC besser nachvollziehen zu können. Es sollte gezeigt werden, ob für 

die bereits bekannte MSC-vermittelte Abschwächung der Transplantatabstoßung die 

metabolische Aktivität von MSC vonnöten ist. 

Durch die Hitzeinaktivierung für 30min bei +50°C wurde eine vollständige, irrever-

sible metabolische Inaktivität der MSC erreicht, was mittels MTT-Assay nachgewiesen 

werden konnte. Durchflusszytometrische Messungen der HI-MSC zeigten einen repro-

duzierbaren Signalverlust bzw. -rückgang einzelner Marker, wodurch nachgewiesen 

werden konnte, dass die Hitzebehandlung die Oberflächenstruktur der HI-MSC teil-

weise verändert. Durch eine Immunfluoreszenzfärbung abgestoßener Organe konnte 

die Invasion von CD3+ T-Lymphozyten zum Zeitpunkt der Transplantatabstoßung 

nachgewiesen werden und somit deren essenzielle Rolle im Rahmen der Transplan-

tatabstoßung gezeigt werden.  In vitro zeigte sich - im Gegensatz zu vitalen MSC - ein 

proliferationsfördernder Effekt von HI-MSC auf T-Lymphozyten nach allogener Stimu-

lation. Sowohl MSC als auch HI-MSC hatten in vitro einen inhibitorischen Effekt auf 

LPS-stimulierte Monozyten, der durch verminderte Konzentrationen an TNFα mittels 

ELISA nachgewiesen werden konnte. HI-MSC sind folglich dazu in der Lage, durch 

Zell-Zell-Kontakt eine Modulation der Monozytenfunktion herbeizuführen. Durch den 

Einsatz von HI-MSC im Rahmen der Herztransplantation konnte kein verlängertes 

Transplantatüberleben erzielt werden. Ein Trend in Richtung eines verkürzten Überle-

bens verglichen mit der Kontrollgruppe wurde beobachtet. 

Diese Ergebnisse zeigen, dass der immunmodulatorische Effekt von MSC im Herz-

transplantationsmodell der Maus eines intakten Zellmetabolismus bedarf.  
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6 Anhang 

6.1 Abkürzungsverzeichnis 

27G  Kanüle mit einem Durchmesser von 27 

Gauge  

A.  Arterie  

Abb.  Abbildung  

Balb/c  Maus: Balb/c AnNCrl  

BMDM Bone marrow derived monocytes 

bzw. beziehungsweise 

C57BL/6J  Maus: C57BL/6J „Black 6“ 

CD  Cluster of differentiation 

CLP Cecal Ligation and Puncture 

Corp.  Corporation 

DAPI 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure („deoxyribonucleic 

acid“)  

DC Dentritische Zellen  

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure  

eGFR estimated GFR, geschätzte glomeruläre 

Filtrationsrate 

et al. et aliud  

FCS  Fetal Calf Serum 

FITC  Fluorescein Isothiocyanat  

HGF Hepatocyte Growth Factor 

HLA  Human Leukocyte Antigen 

HSC Hämatopoietische Stammzellen 

i.v.  intravenös  

ICAM-1 Intracellular adhesion molecule 1 

IDO Indolamin-2,3-dioxygenase 

Ig  Immunglobulin  
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IGF1 Insulin-like growth factor 1 

IL  Interleukin  

IL-1RA Interleukin-1 Rezeptor Antagonist 

Inc.  Incorporation 

INF  Interferon  

IRI  Ischaemia Reperfusion Injury 

Kg Kilogramm 

KG Körpergewicht 

KGF Keratinocyte Growth Factor 

LPS Lipopolysaccharide 

M  Mol  

MCP-2 Monocyte Chemotactic Protein-2 

MEM  Minimum Essential Medium Eagle 

MELD Model of End Stage Liver Disease 

MHC Major Histocompatibility Complex 

min Minute(n) 

MiSOT  Mesenchymal Stem Cells in Solid Organ 

Transplantation 

ml Milliliter 

MLR Mixed lymphocyte reaction 

MMF Mycofenolat-Mofetil 

MSC Mesenchymal Stem Cell/s 

MTT  3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-

trazoliumbromid 

NK-Zellen  natürliche Killerzellen  

PGE2 Prostaglandin E2 

PBS  Phosphate-Buffered Saline  

PE  Phycoerythrin  

ROS  reaktive oxygen species 

rpm  rounds per minute 

Tab.  Tabelle  

TGF Transforming growth factor 

Th-Zellen  T-Helferzellen  

TLR  Toll like Rezeptoren  

TSG-6 TNF-stimulated gene 6 protein 

TNF  Tumornekrosefaktor  
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Treg regulatorische T-Zelle 

V.  Vene  

VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule 1 

6.2 Verbrauchsmaterialien 

6 well Cell Culture Cluster Corning Inc., Corning USA 

96 well cell culture plate Corning Inc., Corning USA 

BioCoat Control Inserts 24-Well Plate BD Biosciences 

BD Microlance 20G Becton, Dickinson and Company Ltd, 

Ireland 

BD Plastik 1ml Test Becton, Dickinson and Company Ltd, 

Ireland 

Cellstar 2ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Cellstar Tubes 15ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Cellstar Tubes 50ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen 

Combitips 0,2ml Eppendorf, Hamburg 

Corning 175 cm² Cell Culture Flask Corning Incorporated, Corning USA 

Corning 75 cm² Vell Culture Flask Corning Incorporated, Corning USA 

Dafilon 11/0 nichtresorbierbares  

chirurgisches Nahtmaterial 

B. Braun Surgical, Melsungen 

Einmal-Injektionskanülen (27G) Becton Dickson, USA 

Eppendorf Cups 1,5ml Eppendorf, Hamburg 

Eppendorf Cups 2ml Eppendorf, Hamburg 

FACS-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

Fixierpflaster 3M, Neuss 

Handschuhe NeoTouch  Ansell Healthcare, Brüssel 

HTS Transwell-96 Well Permeable Sup-

port System 

Corning Inc. 

Kompressen Hartmann, Heidenheim 

Millipore Steriflip 100 µm Merck Millipore Corporation, Billerica 

Millipore Steriflip 22µm Merck Millipore Corporation, Billerica 

Multiwell 12 well Becton Dickinson Labware, France 

Primaria Tissue Culture Flask 250 ml Becton Dickinson Labware Europe, 

France 
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Pipettenspitze nerbe plus 1000µl Nerbe plus GmbH, Winsen 

Safe Seal SurPhop Spitzen 10µl Biozym Scientific GmbH 

Safe Seal SurPhop Spitzen 20µl Biozym Scientific GmbH 

Safe Seal SurPhop Spitzen 100µl Biozym Scientific GmbH 

Safe Seal SurPhop Spitzen 200µl Biozym Scientific GmbH 

Serological Pipette 10ml nerbe plus, Germany 

Serological Pipette 25ml nerbe plus, Germany 

Serological Pipette 50ml nerbe plus, Germany 

Serological Pipette 5ml nerbe plus, Germany 

Serological Pipette 2ml nerbe plus, Germany 

6.3 Chemikalien und Reagenzien 

2-Mercaptoethanol 50mM Life Technologies Corporation, NY 

2-Propanol 70% Braun, Melsungen 

β-Glycerophosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

CellCept 500mg (Mycophenolat-Mofetil) Roche Basel, Schweiz 

Cell Proliferation dye eFlour670 APC eBioscience Inc., USA 

Collagenase Type 4 305u/mg Worthington 

Color Reagent A R&D Systems, Minneapolis 

Color Reagent B R&D Systems, Minneapolis 

DAPI Sigma Aldrich, St. Louis 

DAKO fluorescence mounting medium  Dako Omnis/Agilent, CA, USA 

Dexamethason Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

DMSO Carl Roth GmbH u. Co.KG, Karlsruhe 

Dulbecco's Phophate Buffered saline Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Enzyme Reagent SAv-HRP BD Biosciences 

Erythrocyte lysis buffer Qiagen GmbH, Hilden 

Fetal Bovine Serum Life technologies Corporation, NY 

Foxp3 Staining Buffer Set eBioscience Affymetrix Inc., San Diego 

Heparin 25000 I.E./5ml Rotexmedica GmbH, Trittau 
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IBMX Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

H2SO4 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

HEPES Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Indomethacin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Insulin Lilly Deutschland GmbH 

Isopropylalkohol 99,8% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Isotone Natriumchloridlösung 0,9%: Braun, Melsungen 

Ketamin 10% Bela Pharma GmbH &Co.KG, Vechta 

L-Ascorbinsäure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

L-Glutamine 200mM Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Lipopolysaccharid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell 

Stain                                                   

Thermofisher Scientific 

M-CSF PeproTech 

MEM Non-essential Amino acid Solution 

(100x) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

MEM Vitamin Solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Minimum Essential Medium Eagle Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

MTT Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Oil RedO Fluka Chemie GmbH, Buchs 

Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Stein-

heim 

Pyrogallol 99% A.C.S reagent Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Stein-

heim 

RPMI 1640 Medium Life Technologies Corporation, NY 

Silver nitrate Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Stein-

heim 

Sodium Pyruvat Solution Sigma-Aldrich Life Science, UK 

Sodium thiosulfate Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Stein-

heim 

Sofasept N Braun, Melsungen 
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Trypan Blue Solution (0,4%) Sigma-Aldrich Chemie-GmbH, Stein-

heim 

Trypsin-EDTA Solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Stein-

heim 

Tween Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

Xylazin 2% Serumwerk Bernburg AG, Bernburg 

6.4 Antikörper 

Anti-Mouse CD3e eBioscience Inc., USA 

Anti-Mouse CD3e PE eBioscience Inc., USA 

Anti-Mouse CD4 PE eBioscience Inc., USA 

FITC anti-mouse Ly-6A/E Becton Dickinson Co 

Anti-Mouse CD73 PE eBioscience Inc., USA 

Anti-Mouse CD11b eFluor 450 eBioscience Inc., USA 

APC Rat Anti-Mouse CD44 BD Biosciences 

Anti-Mouse/Rat CD29 APC eBioscience Inc., USA 

Anti-Mouse CD105 PE eBioscience Inc., USA 

Anti-Mouse CD106 FITC eBioscience Inc., USA 

Capture Antibody Purified Anti-Mouse 

TNF 

BD Biosciences 

Detection Antibody Biotin Anti-Mouse 

TNF 

BD Biosciences 

rabbit anti-CD3G monoclonal antibody, 

EPR4517 

Abcam, Cambridge, UK 

Cy™3 AffiniPure F(ab')₂Fragment Don-

key Anti-Rabbit IgG (H+L) 

Jackson ImmunoResearch Europe Ltd, 

UK 

Anti-Mouse MHC Class I (H-2Kb) FITC 

(clone AF6-88.5.5.3) 

eBioscience Inc., USA 

Anti-Mouse MHC Class II I-Ab APC 

(clone AF6-120.1) 

eBioscience Inc., USA 

6.5 Instrumente und sonstige Materialien 

Anlegezange Aesculap, Tuttlingen 
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Feine Schere Aesculap, Tuttlingen 

Feine Arterienklemmen Aesculap, Tuttlingen 

Immedge™ pen  Vector Laboratories, CA 

Knüpf-Pinzetten Pilling/Meck/Teleflex Medical 

Mikro-Federschere mit Flachgriff Aesculap, Tuttlingen 

Mikro-Nadelhalter mit Rundgriff Pilling/Meck/Teleflex Medical 

Mini-Aneurysmen-Clips Aesculap, Tuttlingen 

Multipette Stepper Eppendorf, Hamburg 

Nalgene Cryo 1°C Freezing Container Nalge Nunc International 

Präparier- und Strabismusschere Aesculap, Tuttlingen 

Pinzette F.S.T. 

Pipette Eppedorf Research 1000µl Eppendorf, Hamburg 

Pipette Eppendorf Research 10µl Eppendorf, Hamburg 

Pipette Eppendorf Research 20µl Eppendorf, Hamburg 

Pipette Eppendorf Research 200µl Eppendorf, Hamburg 

Pipette Eppendorf Research 100µl Eppendorf, Hamburg 

Pipetus Hirschmann Laborgeräte 

Zählkammer Neubauer Improved 

6.6 Geräte 

BD FACSCanto II Becton, Dickinson and Company 

Mikrosokop (Axio Observer Z1) Zeiss, Jena 

OP-Mikroskop Zeiss, Jena 

Top Mix Fisher Bioblock Scientific 

Wasserbad W13 Haake 

Tischzentrifuge 5415D Eppendorf, Hamburg 

Wasserbad SW-20C Julabo, Seelbach 

Zentrifuge Megafuge 1.OR Haereus Instruments 

6.7 Programme 

Adobe Acrobat Reader DC Adobe 
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Citavi 5 Swiss Academic Software 

GraphPad Prism Version 7.03 GraphPad Software 

FlowJo V7.1.3  Tree Star 

Microsoft Excel 2013, 2015 Microsoft Corporation 

Microsoft Word 2013, 2015 Microsoft Corporation 

6.8 Abbildungen 

 

 

Abbildung 10: Die plastikadhärenten MSC weisen lichtmikroskopisch eine Spindelform auf 

 

 

      

Abbildung 11: Adipozytennachweis mit Red-Oil-O bei MSC nach einer Woche Inkubation mit Differenzie-

rungsmedium (links) und normalem Zellkulturmedium als Kontollgruppe (rechts): Die zu Adipozyten 
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differenzierten MSC nehmen den Farbstoff auf und weisen im Gegensatz zu den undifferenzierten MSC 

eine deutliche Rotfärbung auf. (Vergrößerung 20x) 

 

 

      

Abbildung 12: Kossa-Assay bei MSC nach zweiwöchiger Differenzierung (links) und der Kontrollgruppe 

mit normalem Zellkulturmedium (rechts): Die zu Osteoblasten ausdifferenzierten MSC färben sich deut-

lich schwarz an, wohingegen die MSC weitestgehend farblos bleiben. (Vergrößerung 10x) 

 

 

Abbildung 13: Die hitzeinaktivierten MSC verlieren ihre Plastikadhärenz und kommen lichtmikroskopisch 

rundlich zur Darstellung. 
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