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1 Einleitung 

1.1 Diabetes mellitus 

Unter dem Begriff Diabetes mellitus wird eine Gruppe sehr heterogener chronischer 

Erkrankungen zusammengefasst, die durch eine Störung der Homöostase des 

Glukosestoffwechsels gekennzeichnet sind. Die Klassifizierung erfolgt anhand der 

Pathogenese in vier Haupttypen (Tabelle 1). Die Prävalenz des Diabetes mellitus 

nimmt weltweit in den letzten Jahrzehnten kontinuierlich zu. Weltweit leiden mehr als 

285 Millionen Menschen an einem Diabetes mellitus (Centre européen d’étude du 

Diabète, Europäische Kommission, Diabetes Atlas: www.eatlas.idf.org). Die bei 

weitem häufigste Form ist der Typ 2 Diabetes, bei dem eine Kombination von 

Insulinresistenz und Insulinsekretionsstörung vorliegt.  

 

I. Typ 1 Diabetes (Zerstörung der Betazellen, assoziiert mit absolutem 

Insulinmangel) 

     A. Vermittelt durch einen Autoimmunprozess 

     B. Idiopathisch 

II. Typ 2 Diabetes (Insulinresistenz assoziiert mit relativem Insulinmangel und/oder   

     Sekretionsdefekt) 

III. Andere spezifische Diabetes-Typen 

    A. Genetische Defekte der Betazellfunktion (z.B. MODY-Diabetes,   

         mitochondrialer Diabetes) 

     B. Genetische Defekte der Insulinwirkung (Leprechaunismus, Rabson-       

          Mendenhall-Syndrom, lipoatrophischer Diabetes) 

     C. Erkrankungen des exokrinen Pankreas (z.B. Pankreatitis, Hämochromatose) 

     D. Endokrinopathien (z.B. Cushing-Syndrom, Akromegalie, Phäochromozytom) 

     E. Medikamenten-induziert (z.B. Glukokortikoide, Interferon) 

     F. Infektionskrankheiten (kongenitale Röteln, Coxsackie, Zytomegalie) 

     G. Seltene Formen des autoimmun-vermittelten Diabetes (z.B. Stiff-Man- 

Syndrom, Antiinsulinrezeptor-Syndrom) 

     H. Andere genetische Syndrome mit Assoziation zum Diabetes 

IV.  Gestationsdiabetes (erstmals während der Schwangerschaft aufgetretene oder  

      diagnostizierte Störung des Glukosestoffwechsels) 

Tabelle 1: Klassifikation des Diabetes mellitus  
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Alle Formen des Diabetes können in einem beliebigen Stadium der Erkrankung eine 

Insulintherapie notwendig machen. Die Insulinbehandlung als alleiniges Kriterium 

erlaubt somit keine Klassifikation. 

Etwa 10 - 15% der Fälle leiden an einem Typ 1 Diabetes. Der Typ 1 Diabetes 

entsteht durch eine chronische Autoimmunerkrankung, die gegen die 

insulinproduzierenden Betazellen in den Langerhans-Inseln des Pankreas gerichtet 

ist. Die Mechanismen der Induktion der Autoimmunreaktion werden bis heute nur 

teilweise verstanden. Beteiligt sind Umweltfaktoren (Nahrungsbestandteile, 

Virusinfektionen) und eine genetische Prädisposition (v.a. Polymorphismen der HLA 

Klasse-II-Moleküle DR/DQ) (Seißler, 2008).  

Auf der Basis einer chronischen Autoimmunreaktion werden bei diesen Patienten die 

körpereigenen insulinproduzierenden Betazellen sukzessive von autoreaktiven T-

Lymphozyten, NK-Zellen und antigenpräsentierenden Zellen des Immunsystems 

zerstört. Durch die Detektion von spezifischen Inselzellantikörpern wie z.B. die 

Autoantikörper gegen Insulin (IAA), gegen die Glutamat-Decarboxylase (GADA), 

gegen die Tyrosinphosphatase IA-2 (IA2A) und den Zinktransporter ZnT8, die 

altersabhängig bei 80 - 90% der Patienten bei Diabetesmanifestation positiv sind, 

kann der autoimmune Prozess Monate bis Jahre vor der klinisch manifesten 

Erkrankung nachgewiesen werden (Lundgren et al., 2009; Lampasona et al., 2010). 

Erst wenn mehr als 90 % der Betazellen zerstört sind, kommt es zu den typischen 

Krankheitssymptomen (Polyurie, Polydipsie, Müdigkeit, Gewichtsverlust, 

Ketoseneigung).  

Aufgrund des absoluten Insulinmangels wird eine lebenslange Substitution von 

Insulin notwendig. Ziel der Insulintherapie ist die Nachahmung der physiologischen 

Insulinsekretion, um eine möglichst normnahe Einstellung der Blutzuckerwerte, 

sowohl prä-, als auch postprandial zu erreichen, da durch eine adäquate 

Blutzuckereinstellung Akut- und Spätkomplikationen vermieden werden können 

(Paterson et al., 2007 [DCCT Research Group]). 

Die Therapie des Typ 1 Diabetes wurde in den letzten Jahrzehnten durch 

Schulungsprogramme, die Entwicklung neuer Therapiealgorithmen und die 

Einführung von Insulinanaloga oder die Möglichkeit einer Insulinpumpentherapie 

deutlich verbessert. Trotzdem gelingt es nur bei einem Teil der Patienten, eine 

normnahe Blutzuckereinstellung zu erreichen (Phillip et al., 2007 [European Society 

for Paediatric Endocrinology; Lawson Wilkins Pediatric Endocrine Society; 
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International Society for Pediatric and Adolescent Diabetes; American Diabetes 

Association; European Association for the Study of Diabetes.]). Die chronische 

Hyperglykämie führt z.B. über die Glykosylierung von Proteinen des Endothels und 

die Induktion von oxidativem Stress zu typischen mikrovaskulären Erkrankungen 

(Retinopathie, diabetische Nephropathie und Polyneuropathie) sowie zur Steigerung 

des Risikos für arteriosklerotische Komplikationen der großen Arterien 

(Myokardinfarkt, Apoplex, periphere Arterielle Verschlusskrankheit [pAVK]) (Fisher, 

2004; Lteif et al., 2003; Aronson, 2008; Albers et al., 2010). Die genannten 

makrovaskulären Spätfolgen des Diabetes mellitus werden zu den 

Haupttodesursachen von Diabetikern gezählt (Wilson et al., 2001) und sind in erster 

Linie für die hohe Morbidität und Mortalität von Diabetikern verantwortlich (Nathan et 

al., 2005 [DCCT/EDIC Study Research Group]; Holman et al., 2008; UKPDS 1998). 

Darüber hinaus besteht durch die Therapie das Risiko von schweren Hypoglykämien, 

was die Lebensqualität der Patienten deutlich einschränken kann. 

Trotz aller Fortschritte, die mit der intensivierten Insulintherapie erzielt wurden, 

erreichen nur 50 % der Typ-1-Diabetiker eine normnahe Blutzuckereinstellung. Es 

gibt verschiedene Gründe für eine mangelhafte Stoffwechseleinstellung, worunter die 

mangelnde Mitarbeit des Patienten, eine unzureichende Therapie oder auch ein 

extrem labiles Stoffwechselverhalten zu subsummieren sind (Jacqueminet et al., 

2005). Es gilt daher, andere Wege zur Verbesserung der Stoffwechseleinstellung zu 

finden, um Akutkomplikationen und schwere Folgeerkrankungen zu verhindern. 

Durch biologischen Ersatz des zerstörten Inselapparates mit funktionell aktiven 

Betazellen in Form einer Pankreastransplantation oder isolierter Inselzellen ist es 

prinzipiell möglich, eine Normalisierung der Glukohomöostase ohne die Gefahr 

schwerer Hypoglykämien zu erzielen.  

Die Pankreastransplantation (PTX) ist aktuell der Goldstandard der endokrinen 

Ersatztherapie, mit der Ein-Jahres-Funktionsraten von bis zu 90 % und eine 5-

Jahres-Insulinfreiheit von ca. 60 % erreicht werden kann (Pfeffer et al., 2003). 

Die Indikation zur PTX stellt sich bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz, die 

eine Nierentransplantation benötigen, oder bei Patienten mit lebensbedrohlichen 

Hypoglykämiewahrnehmungsstörungen. Das Spenderorgan wird üblicherweise mit 

einem Y-förmigen Gefäßtransplantat aus der Arteria iliaca, verbunden mit der Arteria 

mesenterica superior und der Arteria lienalis des Spenders, an der Arteria iliaca 

communis des Empfängers anastomosiert. Der venöse Abfluss des Spenderorgans 
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erfolgt über die Vena iliaca communis des Empfängers. Die exokrine Sekretion 

drainiert heutzutage in den meisten Fällen in den Darm oder, wenn dies nicht 

möglich ist, in die Harnblase (White et al., 2009). Dieser Eingriff ist technisch 

aufwendig und zum Teil mit schweren Komplikationen, wie z.B. eine 

Transplantatpankreatitis mit all ihren Folgeerkrankungen, behaftet (Labruzzo et al., 

2006). Die Gesamtmortalität ist aber nach Pankreastransplantation im Vergleich zu 

einer nicht-transplantierten Gruppe vermindert, so dass allen dialysepflichtigen Typ 1 

Diabetikern diese Option angeboten werden sollte (Sutherland et al., 2004; 

Gruessner und Sutherland, 2005; White et al., 2009). 

Eine Alternative zur Pankreastransplantation mit einem minimal-invasiven Eingriff 

stellt die Inselzelltransplantation dar. Hierbei werden Langerhans-Inseln von einem 

Organspender isoliert und unter lokaler Betäubung über einen Katheter in die 

Pfortader der Leber injiziert, so dass sich die Zellen in der Leber ansiedeln (Shapiro 

et al., 2000) (Abb. 1).  

Problematisch ist bei der Inselzelltransplantation der hohe technische Aufwand der 

Inselisolierung. Es existieren nur sehr wenige Zentren weltweit, die humane 

Langerhans-Inseln in der notwendigen Menge und Reinheit isolieren können (Bretzel 

et al., 2006). Dies erklärt auch, warum z.B. in Deutschland in den letzten 20 Jahren 

nur bis zu 17 Inselzelltransplantationen pro Jahr durchgeführt worden sind (ITR – 

International Islet Transplant registry).  

Ein zweites Problem der Inselzelltransplantation liegt in der ungenügenden 

Überlebenszeit der transplantierten Inseln. Nach der Einführung einer 

kortikosteroidfreien Immunsuppression, dem sogenannten Edmonton-Protokoll 

(Einsatz von Tacrolimus und Sirolimus, sowie Gabe von Daclizumab), wurde eine 

Insulinfreiheit von 60 % in den ersten 12 Monaten erreicht (Fiorina et al., 2008). 

Seitdem im Jahre 1999 das Edmonton-Protokolls eingeführt wurde, ist die Anzahl der 

jährlichen Transplantationen  deutlich angestiegen.  

In Nordamerika allein wurden im Zeitraum von 1999 bis 2008 insgesamt 828 

Inselzelltransplantationen an 412 Patienten durchgeführt, davon seit 2001 jeweils 

mehr als 40 Transplantationen pro Jahr (CITR, Collaborative Islet Transplant 

Registry). Fünf Jahre nach der Inselzelltransplantation werden jedoch 90 % der 

Patienten wieder insulinpflichtig (Abb. 2B). Interessanterweise kann aber bei etwa 80 

% der Patienten weiterhin eine endogene Insulinsekretion (C-Peptid Nachweis) 

detektiert werden (Abb. 2A) (Ryan et al., 2005).  
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Abbildung 1: Das aufwendige Verfahren der Inselzell isolation (aus Merani und Shapiro, 2006)
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: 5-Jahresverlauf nach Inselzelltranspla ntation (aus Ryan et al., Diabetes 54, 2005) 
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Diese Restfunktion der Inseln kann in vielen Fällen die Blutzuckereinstellung 

verbessern, die Progression von vaskulären Folgeerkrankungen reduzieren und bei 

Patienten mit Hypoglykämiewahrnehmungsstörung schwere Hypoglykämien 

verhindern. Besonders diese Gruppe kann somit sehr stark von einer 

Inselzelltransplantation profitieren. Der Hauptnachteil der Inselzell- wie auch der 

Pankreastransplantation ist die Notwendigkeit einer dauerhaften Unterdrückung der 

Abstoßungsreaktion mittels Immunsuppressiva (Naftanel et al., 2004). Die 

immunsuppressive Behandlung erhöht mittel- und langfristig das Infektionsrisiko, 

sowie das Risiko, an Malignomen zu erkranken. 

Eine vollständige Unterdrückung des Autoimmunprozesses ist jedoch meist nicht 

möglich.  Außerdem führen Immunsuppressiva (vor allem die Calcineurin-Inhibitoren 

wie z.B. Tacrolimus und Ciclosporin) zu einer Schädigung der Nieren und 

beeinträchtigen die Funktion der Inseln und die Insulinsensitivität (Calcineurin-

Inhibitoren, mTOR-Inhibitoren, Steroide). Beobachtet wurde eine Verringerung der 

Insulinfreisetzung aus den Betazellen, ein Anstieg der Insulinresistenz, eine 

Erhöhung der Apoptoserate der Betazellen oder eine direkte Toxizität auf die 

Inselzellen (Hjelmesaeth et al., 2005; Penfornis et al., 2006; Plaumann et al., 2008; 

Balla und Chobanian, 2009). Auf diese Mechanismen kann teilweise das 

Transplantatversagen nach Pankreas- oder Inseltransplantation zurückgeführt 

werden. Aufgrund des Nebenwirkungsprofils der Immunsuppression muss die 

Indikation für eine Inselzelltransplantation streng gestellt werden. Potentielle 

Kandidaten sind Typ 1 Diabetiker mit dialysepflichtiger Niereninsuffizienz oder 

Patienten, die bereits eine Nierentransplantation erhalten haben, sowie Patienten mit 

einem sehr instabilen Diabetes, mit häufigen schweren Hypoglykämien oder mit einer 

verminderten Wahrnehmung von Hypoglykämiesymptomen (Bretzel et al., 1999; 

Ryan et al., 2005). Neben den Einschränkungen durch die Nebenwirkungen einer 

Transplantation stellt vor allem der Mangel an Organspendern das Haupthindernis 

für den vermehrten Einsatz einer Pankreas- oder Inselzelltransplantation dar. Dieses 

Problem kann nur gelöst werden, wenn eine alternative Spenderressource für die 

Zellersatztherapie gefunden wird.  

In der Diabetologie wird deshalb im Rahmen von experimentellen Arbeiten intensiv 

nach neuen Ansätzen für die Zellersatztherapie des Typ 1 Diabetes geforscht. Eine 

sehr interessante Zellpopulation sind körpereigene adulte Stammzellen, die aus 
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verschiedenen Geweben von Patienten isoliert werden können. Da diese Zellen nach 

der Transplantation primär als körpereigen akzeptiert werden, könnte wahrscheinlich 

eine deutlich niedrigere Dosis von Immunsuppressiva eingesetzt werden, die nicht 

die alloreaktive Abstoßungsreaktion, sondern nur das Wiederauftreten der 

Autoimmunreaktion inhibiert (Seißler, 2008). Im Folgenden wird nun zunächst 

allgemein auf die Eigenschaften von Stammzellen eingegangen. Der Fokus liegt 

hierbei auf den adulten Haarfollikelstammzellen, deren Charakteristika und 

Differenzierungspotenzial in der vorliegenden Studie untersucht worden sind. 

 

 

1.2 Stammzellen 

Stammzellen sind undifferenzierte Zellen eines Organismus, die befähigt sind, sich 

asymmetrisch in zwei verschiedene Tochterzellen zu teilen. Bei der asymmetrischen 

Teilung entsteht eine der Mutterzelle entsprechende Zelle (Alonso und Fuchs, 2003; 

Watt et al., 2006). Dies entspricht einem der drei Kriterien einer Stammzelle: der 

Fähigkeit zur Selbsterneuerung (Liang und Bickenbach, 2002). Die Tatsache, dass 

sich aus einer Stammzelle eine ganze Zellpopulation entwickeln kann, die die 

Eigenschaften der Mutterzelle besitzt, nennt man Klonalität.  

Die zweite Tochterzelle ist eine reife, differenzierte Zelle, die im Organismus 

bestimmte Aufgaben übernimmt, dafür aber die Fähigkeit zur Selbsterneuerung 

verloren hat (Alonso und Fuchs, 2003; Kaiser, 2004). Die Fähigkeit zur 

Differenzierung in einen oder mehrere verschiedene Zelltypen, zur Selbsterneuerung 

und eine hohe Proliferationsfähigkeit sind Kriterien, welche alle Stammzellen 

verbinden (Liang und Bickenbach, 2002). 

 

 

1.2.1 Embryonale Stammzellen 

Stammzellen können anhand ihres Differenzierungspotenzials eingeteilt werden:  

Totipotent sind Stammzellen, aus welchen alle embryonalen und extraembryonalen 

Zelltypen hervorgehen können (Douglas et al., 2009). Nach den ersten 

Furchungsteilungen entstehen zwei Zellgruppen: das Trophoektoderm und die innere 

Zellmasse, aus der sich der Embryo entwickelt. Aus dem Trophoektoderm entstehen 
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die extraembryonalen Strukturen (z.B. die Plazenta) (Kaiser, 2004; Douglas et al., 

2009). Die innere Zellmasse enthält nur pluripotente Zellen, die durch Teilung und 

Differenzierung alle Zelltypen des Embryos, dagegen keine extraembryonalen 

Strukturen erzeugen können (Douglas et al., 2009).  

Embryonale Stammzellen (ES-Zellen) können sich in Zellen aller drei Keimblätter 

(Entoderm, Ektoderm und Mesoderm), sowie in Zellen der Keimbahn 

auszudifferenzieren (Douglas et al., 2009). Durch die Aktivität des Enzyms 

Telomerase sind ES-Zellen in der Lage, sich unbegrenzt zu vermehren. Primäre 

Körperzellen weisen in vitro nach einer gewissen Zeit keine Zellteilung mehr auf 

(Seneszenz) (Hayflick, 1979; Kuilman et al., 2010).  

Da hES-Zellen in vitro gezielt zu verschiedensten Zelltypen ausdifferenziert werden 

können, sind sie potentiell im Rahmen von Zellersatztherapien einsetzbar. Die 

bisherigen Ergebnisse zahlreicher Arbeitsgruppen müssen jedoch streng geprüft 

werden. Daher ist im Gegensatz zu adulten Stammzellen eine mögliche klinische 

Anwendung noch weit entfernt. So können ES-Zellen beispielsweise nach 

Transplantation in Versuchstiere Teratome bilden (Aleckovic und Simón, 2008). 

Ferner ist eine mögliche immunologisch bedingte Abstoßung entsprechender 

Transplantate durch den Empfänger zu bedenken. 

In den letzten fünf Jahren wurden Methoden entwickelt, aus humanen embryonalen 

Stammzellen insulinproduzierende Zellen zu generieren (D’Amour et al., 2005; 

Baharvand et al., 2006; Jiang et al., 2007).  

Die Verwendung pluripotenter, embryonaler Stammzellen hat den Vorteil, dass damit 

unlimitiert Ausgangsmaterial zur Verfügung steht. Der Nachteil ist die ethische 

Problematik. Leider ist die Ausbeute an Insulin-positiven Zellen noch gering, und die 

Ausreifung zu voll funktionell aktiven Betazellen ist noch nicht gelungen. Weitere 

umfangreiche Untersuchungen sind notwendig, um die Schritte der Differenzierung 

zu verstehen und die notwendigen Stimulationsreize aufzuklären. Erst dann kann 

eine auf Stammzellen basierende Diabetestherapie in klinischen Studien getestet 

werden (Seißler, 2008). 
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Abbildung 3: Differenzierung von Embryoid Bodies in  endokrine Zellen (aus 
http://stemcells.nih.gov/info/basics/basics3.asp) 

 

 

 



 10

1.2.2 Adulte Stammzellen 

Stammzellen aus adulten Geweben werden in multipotente, oligopotente und 

unipotente Zellen unterteilt. Als multipotente Stammzellen bezeichnet man Zellen, die 

in viele verschiedene Zelltypen des adulten Organismus differenzieren können. 

Oligopotente Stammzellen differenzieren nur in zwei oder mehrere Zelltypen. Aus 

einer unipotenten Stammzelle geht nur eine ausgereifte Zellart hervor (Kaiser, 2004). 

Adulte Stammzellen existieren in Geweben mit hohem Zellumsatz, wie 

beispielsweise im Gastrointestinaltrakt, im Myokard, im Nervensystem und in der 

Epidermis, wo sie absterbende Zellen durch Migration aus ihrer Nische und 

anschließende Differenzierung in den jeweils benötigten Zelltyp ersetzen (Niemann 

et al., 2002; Yang, 2006; Kosodo und Huttner, 2009). 

Im jeweiligen Gewebe sind die adulten Stammzellen in Nischen zu finden, in denen 

das vorherrschende Mikromilieu die Selbsterneuerung der Stammzellen fördert und 

deren Ausdifferenzierung verhindert (Ohlstein et al., 2004). Diese undifferenzierten 

Zellen können sich symmetrisch oder asymmetrisch teilen. Bei der symmetrischen 

Teilung entstehen zwei identische Zellen, die dem Phänotyp der Mutterzelle 

entsprechen. Bei der asymmetrischen Teilung hingegen entsteht eine der Mutterzelle 

entsprechende Zelle und eine zweite Zelle, die eine begrenzte Zahl an Zellteilungen 

durchlaufen kann, um schließlich terminal zu differenzieren. Dies sind sogenannte 

Transit-Amplifying-Zellen (Watt et al., 2006).  

Es besteht nun die Möglichkeit, die Multipotenz einiger adulter Stammzellen für die 

Zellersatztherapie zu nutzen. Gegenstand intensiver Forschung ist derzeit die Suche 

nach adulten pankreatischen Progenitor-/Stammzellen.  

Es ist bereits gelungen, adulte humane, pankreatische Langerhans-Inseln in der 

Zellkultur zu expandieren. Die Zellen behielten ihre Fähigkeit, glukoseabhängig 

Insulin zu sezernieren und exprimierten die Gene aller vier endokrinen in den 

Langerhans-Inseln vorkommenden Zelltypen (Hanley et al., 2009). 

Aus pankreatischen, ductusähnlichen Progenitorzellen generierte die Arbeitsgruppe 

um Lee eine Zelllinie, die nach der Expansion in der Zellkultur und der 

Differenzierung in insulinsezernierende Zellen in diabetische Ratten infundiert 

werden konnte. Der Blutzucker der diabetischen Ratten sank bei gleichzeitig 

erhöhtem Plasma-Insulinspiegel (Lee et al., 2009). 

Eine Therapie mit adulten autologen Stammzellen bietet generell den Vorteil, dass 

eine allogene Abstoßungsreaktion vermieden werden kann. Eine immunsuppressive 
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Therapie könnte beim insulinpflichtigen Diabetes Typ 2 ganz vermieden werden, 

während beim Typ 1 Diabetes nur eine Niedrigdosistherapie aufgrund einer etwaigen 

Reaktivierung der Autoimmunreaktion notwendig wäre. Die ethische 

Unbedenklichkeit, die eine Therapie mit adulten autologen Stammzellen bietet, stellt 

einen weiteren Vorteil dar. 

 

 

1.2.3 Alternative Quellen für autologe Stammzellen 

Adulte Stammzellen wurden in zahlreichen Organen des Körpers, beispielsweise in 

Knochenmark, Blut, Gehirn, Leber und auch im Nabelschnurblut von Neugeborenen 

nachgewiesen (Pittenger et al., 1999; Zvaifler et al., 2000; Zuk et al., 2002; Herrera 

et al., 2006). Darunter finden sich unter anderem mesenchymale Stammzellen 

(MSC) und hämatopoetische Stammzellen (HSC) aus dem Knochenmark, neuronale 

Stammzellen (NSC), aber auch pankreatische Progenitorzellen (PPC).  

Diese adulten Stammzellen konnten schon erfolgreich in andere Zelltypen 

differenziert werden, die nicht dem Herkunftsgewebe der Stammzellen entsprechen. 

Einige Beispiele stellen die Transdifferenzierungen von hämatopoetischen 

Stammzellen in drei verschiedene Zelltypen des Gehirns (Neuronen, 

Oligodendrozyten und Astrozyten), in Herzmuskelzellen (Kronenwett und Haas, 

2006) und Leberzellen (Khurana et al; 2008) dar.  

Darüber hinaus wurde die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in 

Herzmuskelzellen und in Skelettmuskelzellen beschrieben (De Bari et al., 2001; 

Dezawa et al., 2005; Yoon et al., 2008).  

Auch eine Differenzierung in Neuronen ist bekannt (Naghdi et al., 2009). Neuronale 

Stammzellen besitzen nach Filip (Filip et al., 2004) die Fähigkeit, sich in 

hämatopoetische Zellen zu differenzieren. Es wurden ferner Stammzellen in der 

Skelettmuskulatur identifiziert, die Herzmuskulatur ersetzen können und außerdem in 

neuronale Zelllinien differenzieren können (Arsic et al., 2008). 

Bezüglich endodermaler, nicht pankreatischer Gewebe wie der Leber (Yang et al., 

2006) und dem Intestinaltrakt (Kojima et al., 2002) wurde von Stammzellen berichtet, 

die in insulinsezernierende Zellen transdifferenzieren können. Nach Einbringen der 

differenzierten Zellen in den Organismus eines diabetischen Versuchstieres wurde 

dessen Insulinplasmaspiegel angehoben und der Blutzucker reguliert.  
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Der Vorgang der Transdifferenzierung bleibt derzeit in den Fachkreisen umstritten. 

Terada stellte die Hypothese auf, dass es sich bei den Experimenten mit in vivo-

Transdifferenzierung nicht um eine wirkliche Differenzierung handelt, sondern nur um 

eine Zellfusion der adulten Stammzelle mit einer Zelle des Gewebes, in das die 

Stammzelle eingebracht wurde (Terada et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Darstellung der Multipotenz mesenchyma ler Stammzellen (aus 
http://stemcells.nih.gov/info/basics/basics3.asp) 
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Zusammenfassend zeigen erste Daten, dass es möglich sein könnte, aus adulten 

Stammzellen betazellähnliche Zellen zu gewinnen. Bei den bisherigen in vitro 

Studien zur Herstellung von Betazellen konnte allerdings nur eine sehr niedrige, nicht 

physiologisch regulierte Insulinproduktion nachgewiesen werden. Damit bleibt unklar, 

ob aus diesen Vorläuferzellen tatsächlich in Zukunft reife Betazellen generiert 

werden können. Die Suche nach neuen Quellen für autologe Stammzellen bleibt 

somit ein aktuelles wichtiges Thema. 

 

 

1.2.4 Adulte Stammzellen aus der Haut und aus 

Hautanhangsgebilden 

Wenn die Epidermis beschädigt wird, kann sie ausgehend von den Stammzellen der 

Bulgeregion komplett rekonstituiert werden. Denn diese Zellen besitzen das 

Potenzial, alle epithelialen Schichten der Haut, einschließlich der Epidermis, der 

Talgdrüsen und aller Zelltypen des Haarfollikels regenerieren zu können (Cotsarelis 

et al., 1990;  Lyle et al., 1998; Oshima et al., 2001; Liu et al., 2003; Trempus et al., 

2003; Blanpain et al., 2004; Ito et al., 2004; Tumbar et al., 2004; Morris et al., 2004; 

Amoh et al., 2005; Roh et al., 2005; Hu et al., 2006; Yu et al., 2006; Zhang et al., 

2006). Dagegen wurde berichtet, dass sich auf ein Signal hin aus der dermalen 

Papille die Zellen der interfollikulären Epidermis (IFE) in Haarfollikel und Talgdrüsen 

differenzieren können (Niemann und Watt, 2002). Stammzellen aus der IFE und aus 

der Bulgeregion stellen zwei gänzlich verschiedene Zellpopulationen aus der 

Epidermis dar. Es wurde ferner gezeigt, dass in der Bulgeregion mehrere 

unterschiedliche Stammzellpopulationen existieren (Blainpain et al., 2004).  

Weiterhin wurde nachgewiesen, dass in der Wulstregion der Haarfollikel adulter 

Dermis epidermale Neuralrinnenstammzellen (Epi-NCSC) residieren. Epi-NCSC sind 

neuronale Vorläuferzellen, die aufgrund ihrer Multipotenz ein großes neuronales 

Regenerationspotenzial aufweisen (Sieber-Blum et al., 2004; Martinez-Monedero et 

al., 2007; Fernandes et al., 2008). El Seady differenzierte diese Zelllinie in bipolare 

Neuronen, myelinisierte Schwannzellen und Oligodendrozyten (El Seady et al., 

2008).  
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Auch in der Dermis wurden Stammzellen beschrieben, die sogenannten skin-derived 

precursor cells (SKPs), die in neuronale und mesodermale Progenitorzellen 

differenzieren (Toma et al., 2005; Fernandes et al., 2004; Medina et al., 2006).  

Skin-derived-precursor Cells (SKPs) aus der Dermis können in Neuronen, Gliazellen, 

glatte Muskelzellen und Adipozyten differenzieren. Es wird angenommen, dass die 

SKPs ihren Ursprung aus der Neuralrinne nehmen und im Verbund mit Haarfollikeln 

vorkommen. Ihre genaue Lokalisation in der Dermis wird jedoch kontrovers diskutiert 

(Amoh et al., 2005; Fernandes et al., 2004). Daneben wies Hunt Stammzellen aus 

der dermalen Papille des Haarfollikels nach. Es handelt sich dabei um 

sphärenformende Zellen, die der Neuralrinne entstammen. Diese „Papillasphären“ 

ähneln den SKPs im Phänotyp und im Differenzierungspotenzial: Sie können in vitro 

neuronale und gliale Zellen generieren. Die Arbeitsgruppe konnte die dermale Papille 

als eine Nische für Abkömmlinge der Neuralrinne identifizieren (Hunt et al., 2008). 

Es wurde noch eine weitere Zelllinie in der Dermis entdeckt; die sogenannten DEEP-

1-Zellen. DEEP-1-Zellen (dermis-derived epithelial progenitor-1) exprimieren die 

Zytokeratine CK 8, CK 18 und CK 19, jedoch nicht CK 20. Auch Vimentin und Nestin 

konnten nicht detektiert werden. Der embryonale Stammzellmarker Oct-4 und die 

Stammzellmarker ABCG2 und CD 133 werden ebenfalls nicht exprimiert (Medina et 

al., 2006). 

Da die DEEP-1-Zelllinie weder CK 1, noch CK 5, CK 6 und CK 14 exprimiert, kann 

ausgeschlossen werden, dass DEEP-1 aus epidermalen Keratinozyten hervorgehen. 

Wie Bulge-Stammzellen sind DEEP-1 positiv für s100A6 (Ito und Kizawa, 2001), 

Integrin ß1 und p63 (epidermale SZ) (Jones und Watt, 1993; Pellegrini et al., 2001). 

Außerdem erwiesen sich die DEEP-1 Zellen als positiv für E-Cadherin, so dass ihr 

Expressionsprofil mit dem Profil epithelialer Progenitorzellen kompatibel ist. Sie 

unterscheiden sich aber von den SKPs und den Merkelzellen in ihrer fehlenden 

Nestin- und CK 20-Expression (Medina et al., 2006). Letztendlich konnten die DEEP-

1 Zellen nicht in Neuronen (D’Ippolito et al., 2004), Hepatozyten (Miyazaki et al., 

2002), Osteoblasten oder Adipozyten differenziert werden. 

Es existiert daneben die Hypothese, dass eine kleine Population von Stammzellen 

an der Basis der Talgdrüsen existiert (Ghazizadeh und Taichman, 2001; Watt et al., 

2006; Fuchs und Horsley, 2008). Talgdrüsen und Haarfollikel scheinen in enger 

Verbindung zu stehen: Als Antwort auf eine Gewebsverletzung können Stammzellen 

aus beiden Nischen alle differenzierten, epithelialen Zelllinien generieren (Niemann 
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und Watt, 2002; Ito et al., 2005). Nach der Injektion von immortalisierten humanen 

Sebozyten (SZ95) in Nacktmäuse differenzierten die Progenitorzellen jedoch nur in 

interfollikuläre Epidermis und bildeten keine Haarfollikel, was zu der Annahme führt, 

dass Sebozytenstammzellen eher bipotent als multipotent sind (Zouboulis et al., 

2008). 

 

 

Zelllinien  Spezies  Differenzierung in  Expression  Quellen  
Multipotente 
dermale 
Zellen 

Mensch 
(Dermis) 

Adipozyten, 
Osteoblasten, 
Chondrozyten, 
Nervenzellen, 
Hepatozyten 

CD13(+), CD29(+), 
CD34(+), CD45(-), 
CD49(+), CD105(+), 
CD106(-), CD133(-), 
Nestin(-), Stro-1(+), 
Vimentin(+) 
 

Chen et al., 
2007 

SKPs (skin-derived 
progenitor cells) 

Maus, 
Mensch 
(Dermis) 

Adipozyten, glatte 
Muskulatur, 
Nervenzellen 
(Gliazellen, 
Schwannzellen) 

Nestin(+), Fibronectin(+), 
Vimentin(+) 

Toma et al., 
2001; 
Biernaskie et 
al., 2006 

DMC (dermis-
derived multipotent 
stem cells)  

Ratte (Dermis) Adipozyten, 
Osteoblasten, 
Chondrozyten, 
Nervenzellen, 
Hepatozyten 

CD31(-), CD34(-), 
CD44(+), CD45(-), 
CD59(+), CD90(+), a-
SMA(-), CK19(-), 
Collagen-Type II(-), 
Desmin(-), ICAM-I(+), 
VCAM-I(+) 

Shi and 
Cheng, 2004 

DEEP-1 (dermis-
derived epithelial 
progenitor-1) 

Maus (Dermis) Nervenzellen,  
Hepatozyten, 
Nierenzellen  

CK1(-), CK5(-), CK6(-), 
CK8(+), CK14(-), CK18(+), 
CK19(+), CK20(-), c-kit(-), 
E-Cadherin(+), Integrin ß1 
(+), Nestin(-), p63(+), 
S100A6(+), Vimentin(-) 

Medina et al., 
2006 

Epi-NCSC Nagetier, 
Mensch 
(Dermis, 
Haarfollikel) 

bipolare Neuronen,  
Schwannzellen, 
Oligodendrozyten 

ß III Tubulin(+), 
Krox-20(+), Nestin(+), 
Oligodendrozyten- 
spezifisches Protein 
(OSP)(+) 

El Seady et 
al., 2008 

Tabelle 2: Übersicht der Stammzellen aus der Dermis  (modifiziert nach Zouboulis et al., 2008) 

 
 
 

1.2.5 Der Haarfollikel 

Ein Haar besteht aus dem aus der Hautoberfläche herausragenden Haarschaft und 

der Haarwurzel. Im Haarschaft findet sich zentral das Mark (Medulla). Peripher 

schließt sich die verhornte Wurzelrinde (Kortex) an. Bedeckt wird die Rinde vom 

Oberhäutchen (Kutikula), das aus flachen gewölbten Hornzellen besteht.  
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Die Haarwurzel wird von der inneren und äußeren epithelialen, sowie von der 

bindegewebigen Wurzelscheide (Haarbalg) umgeben. Der unterste Teil der 

Haarwurzel wird Bulbus genannt. Dort ist die bindegewebige Haarpapille lokalisiert 

(Welsch, 2003, S.499-502).  

Die sich im Bulbus um die Haarpapille herum befindlichen Matrixzellen sind das 

germinative Epithel, dessen Zellen zu den teilungsaktivsten Geweben des 

menschlichen Körpers gehören. Daraus differenzieren sich zentral der Haarschaft 

und seitlich die innere Wurzelscheide (inner root sheet, IRS; Panteleyev et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Der Haarfollikel (aus Encyclopaedia br itannica; 
www.britannica.com/.../531186/sebaceous-gland) 

 
 

Über der dermalen Papille befinden sich unter den Matrixzellen eingelagerte 

Melanozyten, die Pigment an die Trichozyten des Haares abgeben. Nach außen 

schließt sich die äußere Wurzelscheide (outer root sheet, ORS) an. Man 

unterscheidet drei Abschnitte: den oberflächlichen Abschnitt oberhalb der 

Talgdrüsenmündung (Infundibulum), einen mittleren Abschnitt, der sich bis zum 

Bulbus erstreckt und den tiefsten Abschnitt, der den Bulbus umschließt. Auf der 
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Höhe des Musculus arrector pili, im mittleren Abschnitt, ist der sogenannte Wulst 

lokalisiert, wo sich in einer Nische die Stammzellen des Haarfollikels befinden (Tiede 

et al., 2007). 

Jeder Follikel durchläuft asynchron mit den Nachbarfollikeln einen Kreislauf aus drei 

Phasen: eine Wachstumsphase (Anagen), eine Regressionsphase (Katagen) und 

eine Ruhephase (Telogen). Im Anagen differenzieren sich die Matrixzellen zu den 

konzentrischen Schichten des Haarschaftes (Medulla, Kortex, Haar-Kutikula), der 

inneren Wurzelscheide (IRS-Kutikula, Henle- und Huxley-Schicht) und der äußeren 

Wurzelscheide. Nachdem der Haarschaft voll ausgebildet ist, beginnt das Katagen. 

Durch gerichtete und streng kontrollierte Apoptose kommt es zum Abbau der unteren 

zwei Drittel des Haarfollikels (Commo und Bernard, 1997; Tobin et al., 1998). Das 

obere Drittel des Follikels bleibt als Zellkonglomerat bestehen, das den alten 

Haarschaft umgibt. Die Basis dieses Konglomerats ist als Wulstregion bekannt, die 

ein natürliches Reservoir für Haarfollikelstammzellen darstellt.  

Nach der Katagenphase begeben sich die Zellen der Wulstregion in eine Ruhephase 

(Telogen), in der die dermale Papille in engem Kontakt zur Wulstregion steht 

(Blainpain und Fuchs, 2006; Alonso und Fuchs, 2006). I 

st die Regressionsphase abgeschlossen, geht der Haarfollikel in das Telogen über, 

das der Ruhephase der Haarfollikelstammzellen entspricht. Erst wenn die 

Wulstregion mit den enthaltenen Stammzellen erneut aktiviert wird, verlängert sich 

der Follikel wieder bis in das subkutane Gewebe und der Zyklus beginnt von vorne 

(Paus und Cotsarelis, 1999). 

In die Bildung des Haarfollikels und die Initiation jedes weiteren Zyklus ist eine ganze 

Serie von Interaktionen zwischen den mesenchymalen Zellen der dermalen Papille 

und den epidermalen Keratinozyten involviert (Hardy, 1992). Während Stimuli aus 

Mesenchym und Epidermis am Beginn des Haarzyklus die Haarfollikelstammzellen in 

Richtung dermale Papille wandern lassen, werden die Stammzellen der Wulstregion 

bei einer Verletzung der Haut zu einer Aufwärtswanderung veranlasst, wo sie zum 

Zentrum der Wunde migrieren und an der Reepithelialisierung beteiligt sind (Taylor et 

al., 2000; Tumbar et al., 2004; Morris et al., 2004). 
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Abbildung 6: Die Differenzierung des Haarschaftes ( aus Zouboulis et al., 2008) 
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1.2.6 Die Stammzellen des Haarfollikels 

Schon 1956 haben Montagna und Chase beobachtet, dass nach 

Röntgenbestrahlung der Haut die Matrixzellen absterben, aber dennoch Haare aus 

Zellen des ORS gebildet werden können (Montagna und Chase, 1956). 

Neuere Studien haben die Evidenz hervorgebracht, dass Stammzellen in der 

Wulstregion existieren und zur Homöostase der Haarfollikel, der Talgdrüsen sowie 

der Epidermis nach einer Verletzung beitragen (Taylor et al., 2000; Oshima et al., 

2001; Tumbar et al., 2004; Morris et al., 2004).  

Zur genauen Lokalisation der Stammzellen im Haarfollikel wurden verschiedene 

Methoden angewandt. Oshima und seine Arbeitsgruppe untersuchten die Fähigkeit 

zur Koloniebildung einzelner Abschnitte des Haarfollikels, um nachzuweisen, in 

welcher Region die Zellen mit dem höchsten proliferativen Potential residieren. Es 

stellte sich heraus, dass die Wulstregion den größten Anteil an proliferativen Zellen 

beherbergt (Kobayashi et al., 1993, Oshima et al., 2001).  

Bulgestammzellen stellen „Label-retaining cells“ (LRC) der Wulstregion dar, wie 

durch Versuche mit markierten Nukleotidanaloga wie Bromodeoxyuridin (BrdU) 

(Cotsarelis et al., 1990; Morris und Potten, 1999; Taylor et al., 2000) oder 3[H]-

Thymidin (Cotsarelis et al., 1990, Zhang et al., 2006) festgestellt werden konnte 

(Panteleyev et al., 2001).  

Morris isolierte die Bulgestammzellen nach ihrer K15-GFP-Expression (Morris et al., 

2004). Mit Hilfe der Markierungsstudien mit GFP konnte nachgewiesen werden, dass 

die Bulgestammzellen sich entlang der Basallamina der äußeren Wurzelscheide zur 

Matrix bewegen. Dort proliferieren sie, um sich schließlich in Zellen des neuen 

Haares und die innere Wurzelscheide terminal zu differenzieren (Blanpain und 

Fuchs, 2006). 

Um die definierten Eigenschaften der Haarfollikelstammzellen wie die Fähigkeit zur 

Selbsterneuerung und ihre Multipotenz zu beweisen, wurden klonale Analysen 

durchgeführt. Es stellte sich die Frage, ob Bulgestammzellen multipotent sind, oder 

ob in ihrer Stammzellnische verschiedene unipotente Vorläuferzellen residieren, aus 

denen sowohl die Epidermis als auch die epidermalen Anhangsgebilde wie z.B. die 

Talgdrüse hervorgehen. Aus einzelnen Zellen der Wulstregion wurden Populationen 

von Klonen erstellt, die sich weiter in genotypisch identische Nachkommen 

expandieren ließen. Damit war die Fähigkeit zur Selbsterneuerung in vitro 

nachgewiesen (Blanpain et al., 2004). 
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Abbildung 7: Darstellung der Stammzellnische in der  Wulstregion des Haarfollikels (Elaine 
Fuchs, 2007) 

 

Darüber hinaus sind holoklone Nachkömmlinge einer einzigen Wulststammzelle in 

der Lage, nach Transplantation auf den Rücken einer Nacktmaus, Epidermis, ganze 

Haarfollikel und Talgdrüsen zu bilden (Claudinot et al., 2005). Dafür wurde die 

dorsale Haut von Nacktmäusen partiell chirurgisch entfernt und mit GFP-markierten 

Keratinozyten aus der Kultur einer einzeln isolierten Wulststammzelle beschickt. 

Mittels Immunfluoreszenzmikroskop konnten später die neu gewachsenen 

Haarfollikel, die neue Epidermis und die Talgdrüsen eindeutig den transplantierten 

GFP-markierten Keratinozyten auf dem Rücken der Nacktmaus zugeordnet werden. 

Die Fähigkeit, neue Haarfollikel zu generieren, persistierte sogar nach mehreren 

Passagen der Haarfollikelstammzellen (Blanpain et al., 2004). 

In einer Pionierstudie gelang es Oshima, einer Wildtypmaus einen lacZ-markierten 

Haarfollikel einer transgenen Maus auf den Rücken zu transplantieren. Nach 30 
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Tagen konnten lacZ-markierte Zellen in der Epidermis, den Talgdrüsen und den 

Haarfollikeln des transplantierten Tieres detektiert werden (Oshima et al., 2001). 

Die molekularen Mechanismen, denen die Ausbildung einer Stammzellnische 

unterliegt, sind weitgehend unbekannt (Spradling et al., 2001; Lin et al., 2002; Fuchs 

et al., 2004).  

Die Arbeitsgruppe um Blanpain entdeckte GFP-positive transplantierte 

Wulststammzellen an der Basis von Telogenfollikeln. In einigen der durch 

Transplantation generierten Haarfollikel konnten funktionelle Stammzellen detektiert 

werden. Dies zeigt, dass transplantierte, multipotente Bulgestammzellen in der Lage 

sein könnten, am Aufbau einer Stammzellnische mitzuwirken, selbst wenn sie vorher 

zeitweise aus ihrer Nische entfernt und in Kultur expandiert wurden (Blanpain et al., 

2004). Die Expression von c-myc in der Basallamina der Bulgeregion scheint eine 

Rolle in der Stammzelldifferenzierung zu spielen, da eine Inhibierung der c-myc-

Expression im Haarfollikel zu progessivem Haarverlust führt (Waikel et al., 2001; 

Zanet et al., 2005). 

Die Transplantation epidermaler Stammzellen ist eine gut etablierte und erfolgreiche 

Methode, um die Reepithelialisierung tiefer Brandwunden, chronischer Wunden und 

Ulzera zu ermöglichen (Williams et al., 2006).  

Laut Ito reagieren Stammzellen aus der Bulgeregion auf einen Stimulus aus der 

verletzten Epidermis mit der Generierung kurzlebiger TA-Zellen, die zwar für die 

akute Wundheilung verantwortlich sein sollen, nicht aber für die kontinuierliche 

Homöostase der Epidermis (Ito et al., 2005). 

Haarfollikelstammzellen spielen aber nicht nur in der epidermalen Wundheilung eine 

Rolle. Amoh untersuchte das neuronale Potenzial der Wulststammzellen: Die 

Arbeitsgruppe implantierte die Nestin-positiven Stammzellen in einen geschädigten 

Ischiasnerv. Es kam zur Wiederherstellung der Nervenfunktion, da die 

Wulststammzellen in Schwannsche Zellen differenziert waren und dadurch die 

Regeneration der Neuronen begünstigt hatten (Amoh et al., 2005). 

Daneben differenzierte Mignone Nestin-positive Stammzellen aus der Wulstregion in 

Neuronen, Astrozyten, Oligodendrozyten, glatte Muskulatur und Adipozyten 

(Mignone et al., 2007).  

Die Multipotenz der Haarfollikelstammzellen erscheint vielversprechend. Von 

besonderem Interesse ist auch ihr besonderes immunologisches Profil. Es wurde 

beobachtet, dass im Haarfollikel kein Oberflächenmolekül der Klasse MHC I 
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exprimiert wird und eine geringe Anzahl an Immunzellen dort residiert (Christoph et 

al., 2000). Dieses immunologische Privileg könnte einen Vorteil gegenüber anderen 

adulten Stammzellen in der Zellersatztherapie darstellen. 
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2 Fragestellung 

In vielen Bereichen der Medizin wird intensiv nach neuen, alternativen Quellen für 

adulte Stammzellen im Hinblick auf regenerative Therapieansätze gesucht. In der 

Literatur gibt es zahlreiche Hinweise, die die Multipotenz der Haarfollikelstammzellen 

belegen. Nachgewiesen wurden verschiedene Typen von Progenitorzellen in der 

Bulgeregion, deren Charakteristika und Fähigkeiten bisher nur teilweise untersucht 

und verstanden werden.  

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war: 

1) im Labor eine Methode zu etablieren, mit der Stammzellen aus humanen 

Haarfollikeln (human bulge stem cells, hBSC) isoliert und in großer Menge 

expandiert werden können, 

 

2) durch Analyse zellspezifischer Marker die Charakteristika der Stammzellen zu 

bestimmen, 

 

3) die Multipotenz der Haarfollikelstammzellen unter spezifischen 

Differenzierungsbedingungen zu untersuchen 

 

4)  die Expression proendokriner Transkriptionsfaktoren nach der Differenzierung 

zu analysieren. 

 

Mit den Versuchen sollen neue Daten über die Eigenschaften definierter 

Haarfollikelstammzelltypen gewonnen werden, um die Frage zu klären, ob sich 

bestimmte Populationen von Haarfollikelstammzellen dafür eignen, reife endokrine 

Zellen für die Zellersatztherapie zu produzieren. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Reagenzien 

Substanz  Hersteller  

Agarose Sigma (Taufkirchen) 

Activin A R&D Systems (Minneapolis) 

Ascorbic acid Sigma (Taufkirchen) 

B27-Supplement Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

BDNF R&D Systems (Minneapolis) 

ß-Glycerolphosphat Sigma (Taufkirchen) 

Caspaseinhibitor VI Merck (Darmstadt) 

Choleratoxin Biomol (Hamburg) 

Cutasept F BODE Chemie (Hamburg) 

Dexamethason Sigma (Taufkirchen) 

Dibenzazepin Merck (Darmstadt) 

Dispase Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Sigma (Taufkirchen) 

DNA Ladder (100bp) Promega (Mannheim) 

rmEGF R&D Systems (Minneapolis) 

Eosin Sigma (Taufkirchen) 

Ethanol Merck (Darmstadt) 

Ethidiumbromid Roth (Karlsruhe) 

Exendin 4 Sigma (Taufkirchen) 

rmbFGF 10 R&D Systems (Minneapolis) 

Fibronektin (aus Rattenplasma) Sigma (Taufkirchen) 

FKS: fetales Kälberserum Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

Formaldehyd (36,5%) Sigma (Taufkirchen) 

Forskolin Merck (Darmstadt) 

Gelatine 2% Sigma (Taufkirchen) 

Hämatoxylin Vector Laboratories (Burlingame, USA) 

HCl Merck (Darmstadt) 

H2O2 Linaris (Wertheim-Bettingen) 

Hydrocortison Sigma (Taufkirchen) 
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Indomethacin Sigma (Taufkirchen) 

Insulin Sigma (Taufkirchen) 

Isobutylmethylxanthin Sigma (Taufkirchen) 

Isopropanol Sigma (Taufkirchen) 

ITS (Insulin-Transferrin-Selenium) (100 x) Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

Kaisers Glycerin-Gelatine Merck (Darmstadt) 

Kollagenase  Sigma (Taufkirchen) 

Kollagen BD Biosciences (Heidelberg) 

Kristallviolett Sigma (Taufkirchen) 

Laminin Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

 L-Glutamin 200mM (100 x) 

 

Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

 LIF Chemicon (Temecula) 

Loading Dye Promega (Mannheim) 

Matrigel BD Biosciences (Heidelberg) 

MEM (non-essential Amino Acids) (100 x) Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

2-Mercaptoethanol Sigma (Taufkirchen) 

Monothioglycerol Sigma (Taufkirchen) 

Natriumthiosulfat Sigma (Taufkirchen) 

NGF R&D Systems (Minneapolis) 

Nicotinamid Sigma (Taufkirchen) 

NT3 R&D Systems (Wiesbaden-Nordenstadt) 

dNTP-Mix (je 5 mM) Qiagen (Hilden) 

Oil Red O Sigma (Taufkirchen) 

Penicillin/Streptomycin (20 x) Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

Picolinsäure Sigma (Taufkirchen) 

Poly-L-Arginin Sigma (Taufkirchen) 

Poly-L-Lysin Sigma (Taufkirchen) 

Pyrogallol Sigma (Taufkirchen) 

Retinsäure Sigma (Taufkirchen) 

RNase-Inhibitor (30 U / µl) Eppendorf (Hamburg) 

Saponin Sigma (Taufkirchen) 

Silbernitrat Sigma (Taufkirchen) 

Streptavidin Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

TGF-ß Preprotech (Hamburg) 

Trypsin-EDTA (10 x) Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 
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Versene (100 x) Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

 

3.1.2 Kits 

Kit  Hersteller  

GoTaq® Flexi DNA Polymerase Promega (Mannheim) 

High Pure RNA Isolation Kit Roche (Mannheim) 

HotStarTaq Plus Qiagen (Hilden) 

 Lightcycler Fast Start DNA Master Plus Roche (Mannheim) 

Vector® Nova Red Vector (Burlingame, USA) 

Omniscript RT Kit Qiagen (Hilden) 

Rneasy Plus Mini Kit 

 

Qiagen (Hilden) 

 Vectastain® ABC Kit Universal 

 

Vector (Burlingame) 

Vectastain® ABC Kit Goat IgG Vector (Burlingame) 

 

 

3.1.3 Antikörper 

3.1.3.1 FACS-Antikörper  

Primärer AK  Spezies  Isotyp  Farbe Hersteller  

BCRP1 Rat Rat IgG2a pur Biozol (Eching) 

CD9  Mouse Mouse IgG1k PE ImmunoTools (Friesoythe) 

CD24 (heat stable AG) Mouse Mouse IgG1 FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

CD29 (ß1-Integrin) Mouse Mouse IgG1 FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

CD31 (PECAM-1) Mouse Mouse IgG1 FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

CD34 Mouse Mouse IgG1 FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

CD44 (Pgp-1) Mouse Mouse IgG1 FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

CD45  Mouse Mouse IgG1 FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

CD49b (Integrin α2) Mouse Mouse IgG1 FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

CD49f Mouse Mouse IgG2a FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

CD56 (NCAM) Mouse Mouse IgG2a PE ImmunoTools (Friesoythe) 

CD71 

(Transferrinrezeptor) 

Mouse Mouse IgG1 FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

CD117 (c-kit)  Mouse Mouse IgG1 Biotin BD Pharmingen (Heidelberg) 

CD133 (Prominin 1) Mouse Mouse IgG2b PE Miltenyi (Bergisch Gladbach) 

CD200 Mouse Mouse IgG1k PE BD Pharmingen (Heidelberg) 
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SSEA1 Mouse Mouse IgM - Kamiya Biomedical (Seattle) 

SSEA4 Mouse Mouse Ig3 - Chemicon (Temecula) 

     

Isotyp Mouse Mouse IgG1 FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

Isotyp Mouse Mouse IgG1 PE ImmunoTools (Friesoythe) 

Isotyp Mouse Mouse IgG1k PE ImmunoTools (Friesoythe) 

Isotyp Mouse Mouse IgG2a FITC ImmunoTools (Friesoythe) 

Isotyp Mouse Mouse IgG2b   PE ImmunoTools (Friesoythe) 

Isotyp Mouse Mouse IgG3 - ImmunoTools (Friesoythe) 

Isotyp Mouse Mouse IgM - ImmunoTools (Friesoythe) 

Isotyp Rat Rat IgG2a 

 

FITC Serotec (Martinsried) 

     

Sekundärer AK 

 

    

Streptavidin Mouse  FITC BD Pharmingen (Heidelberg) 

Mouse Mouse IgG FITC BD Pharmingen (Heidelberg) 

Mouse Mouse IgM PE BD Pharmingen (Heidelberg) 

Rat rat IgG pur BD Pharmingen (Heidelberg) 

 

 

3.1.3.2 Antikörper für die Immunhistologie 

Antikörper  Spezies  Verdünnung  Hersteller  

Calcitonin Mouse 1:100 DAKO (Glostrup, Dänemark) 

CK18 Mouse 1:50 DAKO (Glostrup) 

CK19 Mouse 1:50 DAKO (Glostrup) 

CK20 Mouse 1:50 DAKO (Glostrup) 

Insulin Goat 1:50 Santa Cruz (Heidelberg, Germany) 

Nestin Mouse 1:200 Chemicon (Temecula, USA) 

Oct4 Goat 1:100 Abcam (Cambridge, UK) 

 Oligodendrozytenmyelin Mouse 1:100 Chemicon (Temecula, USA) 

PanCK Mouse 1:100 Sigma (Taufkirchen, Germany) 
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3.1.3.3 Antikörper für Immunfluoreszenz 

Antik örper  Spezies  Verdünnung  Farbe Hersteller  

ß-III-Tubulin Mouse 1:200 - Promega (Mannheim) 

Desmin Mouse 1:80 - Sigma (Taufkirchen) 

 Neurofilament 200 Mouse 1:100 - Sigma (Taufkirchen) 

 Synaptophysin Mouse 1:500 - Chemicon (Temecula) 

     

Sekundärer AK 

 

    

Anti-mouse IgG Rabbit 1:20 FITC DAKO (Glostrup) 

 

 

3.1.3.4 Medien und Puffer 

Substanz  Hersteller  

Advanced DMEM/F12 (1:1) Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

DMEM D6429 Sigma (Taufkirchen) 

Knockout DMEM Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

Knockout serum replacer Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

PBS Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

RPMI 1640 Gibco Invitrogen (Karlsruhe) 

TAE-Puffer 50 x Stammlösung: 121 g Tris-Base 28,5 ml 

Eisessig 50ml 0.5M EDTA (pH8.0) (auf 0,5 l 

Wasser) Gebrauchslösung: 40 ml auf 2 l 

auffüllen 

Vectashield® Hard-Set™ Mounting 

Medium with DAPI 

Vector (Burlingame) 

X-Vivo Cambrex (Karlskoga, Schweden) 

 

 

3.1.4 Geräte 

Gerät  Hersteller  

Analysenwaage Kern 770 Kern & Sohn (Karlsruhe) 

 BD FACS Calibur BD Biosciences (Heidelberg) 
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BIOFUGE fresco Heraeus (Hanau) 

BioPhotometer 6131 Eppendorf (Hamburg) 

Brutschrank Heracell Heraeus (Hanau) 

Brutschrank APT.LINE CB Binder (Tuttlingen) 

Elektrophoresekammer MWG Biotech (Ebersberg) 

Fluoreszenzmikroskop Leica DM 2500 Leica Microsystems CMS GmbH (Wetzlar) 

Geldokumentationssystem Intas (Göttingen) 

IKAMAG Magnetrührer IKA (Staufen) 

Mini-Zentrifuge Spectrafuge NeoLab (Heidelberg) 

Pipetus Pipettierhilfe Hirschmann (Eberstadt) 

Thermocycler: GeneAmp PCR System  

9700 

PE Applied Biosystems (Weiterstadt) 

 Victor 3, Model 1420-012, multi-label 

microplate reader 

 

Perkin Elmer (Massachusetts, USA) 

 

 Vortex-Schüttler VWR International (Darmstadt) 

Wasserbad WNB 7-45 Memmert (Schwabach) 

Zentrifuge 5810R 

 

Eppendorf (Hamburg) 

 

 

3.1.5 Verbrauchsmaterial 

Verbrauchsmaterial  Hersteller  

Culture Slides BD / Falcon (Heidelberg) 

Deckgläser Menzel (Braunschweig) 

Einwegskalpell PFM (Köln) 

FACS-Tubes BD / Falcon (Heidelberg) 

Mikropistill           

Mikropistill 

Wagner & Munz GmbH (München) 

Mikrotiterplatten (6/12/24 Well) Corning (München) 

1,5 ml Tubes Eppendorf (Hamburg) 

15 / 50 ml Tubes Corning (München) 

Pasteurpipetten Brand (Wertheim) 

PCR-Tubes (0.2 ml) Sarstedt (Nümbrecht) 

Petrischalen Corning (München) 

Pipettenspitzen (10 µl, 100 µl, 1000 µl) Brand (Wertheim) 

Serologische Pipetten BD / Falcon (Heidelberg) 

Sterilfilter Millipore (Schwalbach) 
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Zellkulturflaschen Corning (München) 

Zellschaber (cell scraper) Sarstedt (Nümbrecht) 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Versuche zur Gewinnung von Haarfollikelstammz ellen  

3.2.1.1 Isolierung von Zellen aus gezupftem Körperh aar 

Mit Hilfe einer unsterilen Pinzette wurden von verschiedenen Probanden 

Körperhaare gezupft. Es handelte sich dabei um Augenbrauen, Barthaare und die 

Behaarung der Extremitäten. 

Anfangs wurden die Haare mit gut sichtbarem Haarfollikel in 24-Wellplatten auf 

insgesamt 6 verschiedene Medien gegeben und beobachtet, ob dies zur 

Zelladhäsion und Zellproliferation ausreicht. In einem zweiten Ansatz wurden die 

gezupften Körperhaare / Haarfollikel vor der Kultivierung auf verschiedene Weise mit 

Enzymen verdaut: Die gezupften Haare wurden mit 1 ml 1x Trypsin / EDTA (T/E) 

(0,25 %) 4 bzw. 8 Minuten bei 37 °C inkubiert und d anach mit 1,33 ml Versene für 5 

Minuten nochmals bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Enzyme in der 

Lösung mit 5 ml PBS / 10 % FCS inaktiviert. Die Suspension wurde bei 145 g 8 

Minuten lang zentrifugiert und das Pellet mit 5 ml PBS gewaschen. Nach 

nochmaliger Zentrifugation wurden je 0,2 ml auf 6 Wells in 6 verschiedene Medien 

(siehe Tabellen 3 bis 9) gegeben.  

Nachdem mit der ersten Methode nur wenige Zellen isoliert werden konnten, wurden 

die Haarfollikel zweimal je eine halbe Stunde bei 37 °C mit 1 x T/E inkubiert. 

Zwischen den beiden Inkubationen wurde die Enzymlösung mit PBS / 10% FCS 

inaktiviert und das Pellet nach Zentrifugation mit PBS gewaschen. Anschließend 

wurde das Pellet in 1 ml PBS resuspendiert und je 0,2 ml auf 5 verschiedene Wells 

mit 5 verschiedenen Medien verteilt. 

Ein weiterer Ansatz war der Verdau der frisch gezupften Haare in Dispase (0,04 g / 

10 ml DMEM / F12 3: 1) über Nacht bei 4 °C. Nach ac htminütiger Zentrifugation bei 

288 g und Absaugen des Überstandes wurden die Haare entweder gar nicht, 4 

Minuten oder 8 Minuten mit jeweils 1 ml T/E (0,25 %) und 1,33 ml Versene bei 37°C 

weiterverdaut. Die Enzymlösung wurde mit 5 ml PBS / 10 % FCS inaktiviert und nach 

einer weiteren Zentrifugation in 1 ml PBS gewaschen. Das durch eine letzte 

Zentrifugation gewonnene Pellet konnte abschließend in 1 ml Kulturmedium 

resuspendiert werden. Als vierte Methode wurden frisch gezupfte Haare unter dem 

Stereomikroskop in der Follikelregion mit einem Skalpell angeraut, mit dem Ziel, 
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proliferationsfähige Zellen herunterzuschaben. Die Haare wurden mitsamt dem 

abgeschabten Gewebe in 2 ml Versene bei 37 °C 8 Min uten inkubiert und daraufhin 

in 3 ml PBS / 10 % FCS gegeben. Nach zweimaliger Zentrifugation mit einem 

dazwischen geschalteten Waschgang durch 1 ml PBS wurde das Pellet in 2 ml 

Kulturmedium ausgesät. Nach dem Haar- bzw. Zelltransfer in sterile 6-Wellplatten 

oder Zellkulturflaschen wurden die Zellen bei 37°C im Zellkulturschrank kultiviert. Die 

Medien wurden alle 3 Tage erneuert und auf Kontamination und Zellproliferation 

geprüft.  

 

 

3.2.1.2 Isolierung von Zellen aus humanen Kopfhautg ewebeproben 

Von Patienten, die sich einer Operation im Bereich des Kopfes unterziehen mussten, 

wurde nach Aufklärung und erhaltenem Einverständnis eine kleine Probe behaarter 

Kopfhaut (ca. 3 x 5 mm²) gewonnen und in NaCl 0,9 % überführt. Das Gewebe 

wurde sofort nach Erhalt aus dem OP in PBS gewaschen. Nach Verdau in steril 

filtrierter Kollagenase (4 mg / ml HBSS) für 2 Stunden bei 37°C wurde die 

Verdaulösung vorsichtig abgesaugt und das Gewebe mit 5 ml PBS / 10 % FCS 

gewaschen. Es fand ein weiterer Waschgang in DMEM: F12 (3:1) statt. Daraufhin 

wurden die Haare einzeln mittels einer sterilen Pinzette epiliert und in ein mit PBS 

gefülltes Falcon überführt. Nach einer Zentrifugation von 8 Minuten bei 288 g wurde 

das Pellet mit den verbliebenen Haaren in 2 ml Kulturmedium auf ein mit Kollagen 

beschichtetes Well gegeben (Mignone et al., 2007). 

Als zweite Methode wurde der Verdau in Dispase (0,04 g / 10 ml DMEM / F12 (3:1)) 

über Nacht bei 4 °C durchgeführt. Das weitere Proze dere erfolgte wie oben 

geschildert. 
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3.2.2 Zellkultur 

3.2.2.1 Zellkulturmedien 

In den folgenden Medien wurden die isolierten Zellen kultiviert: 

 

DMEM 4500 mg/l Glukose 60 % 12 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30 % 6 ml 

FCS 10 % 2 ml 

ITS (100 x) 1 % 0,2 ml 

EGF 10 ng / ml 2 µl (von 100 ng / µl Lsg.) 

Insulin  5 µg / ml 2 µl (von 50 mg / ml Lsg.) 

Penicillin/Streptomycin 1 % 0,2 ml 

Tabelle 3: Medium 1 

 
DMEM 4500 mg/l Glukose 60 % 12 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30 % 6 ml 

FCS 10 % 2 ml 

Hydrocortison 50 µM 10 µl 

EGF 10 ng / ml 2 µl (von 100 ng / µl Lsg.) 

Insulin  5 µg / ml 2 µl (von 50 mg / ml Lsg.) 

Penicillin/Streptomycin  1 % 0,2 ml 

Tabelle 4: Medium 2 (nach Zhang et al., 2006) 

 
DMEM 4500 mg/l Glukose 60 % 11,4 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30 % 5,6 ml 

FCS 10 % 2 ml 

bFGF 20 ng / ml 40 µl (von 10 µg / ml Lsg.) 

B27 (50 x) 5 % 1 ml 

Penicillin/Streptomycin 1 % 0,2 ml 

Tabelle 5: Medium 3 
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DMEM 4500 mg/l Glukose 60 % 12 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30 % 6 ml 

k.o. Serum Replacement 10 % 2 ml 

ß-Mercaptoethanol 0,1 mmol / l 40 µl (von 50 mM Lsg.) 

EGF 10 ng / ml 2 µl (von 100 ng / µl Lsg.) 

MEM: Non-ess. AS (100 x) 1 % 0,2 ml 

bFGF 4 ng / ml 8 µl (von 10 µg / ml Lsg.) 

Penicillin/Streptomycin 1 % 0,2 ml 

Tabelle 6: Medium 4 (nach Yu et al., 2006) 

 
DMEM 4500 mg/l Glukose 60 % 12 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30 % 6 ml 

FCS 10 % 2 ml 

ß-Mercaptoethanol 0,1 mmol / l 40 µl (von 50 mM Lsg.) 

EGF 10 ng / ml 2 µl (von 100 ng / µl Lsg.) 

MEM: Non-Ess. AS (100 x) 1 % 0,2 ml 

bFGF 4 ng / ml 8 µl (von 10 µg / ml Lsg.) 

Penicillin/Streptomycin 1 % 0,2 ml 

Tabelle 7: Medium 5 

 
DMEM 4500 mg/l Glukose 60 % 12 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30 % 6 ml 

FCS 10 % 2 ml 

EGF 10 ng / ml 2 µl (von 100 ng / µl Lsg.) 

bFGF 4 ng / ml 8 µl (von 10 µg / ml Lsg.) 

Penicillin/Streptomycin  1 % 0,2 ml 

Tabelle 8: Medium 6 
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DMEM 4500 mg/l Glukose 60 % 11,4 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30 % 5,6 ml 

FCS  15 % 3 ml 

MEM: Non-ess. AS (100 x) 1 % 0,2 ml 

ß-Mercaptoethanol 0,1 mM 40 µl 

ESGRO (LIF) 1000 U / ml  20 µl (von 10 µg / ml Lsg.) 

Penicillin/Streptomycin  1 % 0,2 ml 

Tabelle 9: Medium 7 (nach Grinnell und Bickenbach, 2007) 

 

3.2.2.2 Kulturbedingungen 

Die isolierten Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % Kohlendioxid zuerst in 

24-Wellplatten gehalten und bei Zunahme der Zellzahl in 25 cm² Zellkulturflaschen 

und später in 75 cm² Flaschen umgesetzt. Die Zellen wurden in verschiedenen 

Medien kultiviert, um die besten Wachstumsbedingungen herauszufinden. Zweimal 

in der Woche wurden die Medien erneuert und die Zellen nach 2 - 3 Tagen 1:5 

gesplittet. 

 

3.2.3 Beschichtung der Wellplatten und Zellkultursc halen 

Um die Kultivierung der Stammzellen und die Zelladhäsion zu verbessern, wurden 

die 6-Wellplatten bzw. Zellkulturflaschen mit verschiedenen Substanzen 

vorbeschichtet. 

 

3.2.3.1 Poly-L-Lysin und Poly-L-Arginin 

Poly-L-Lysin bzw. Poly-L-Arginin wurde in destilliertem Wasser auf eine 

Konzentration von 0,1 mg / ml verdünnt. Anschließend wurde der Boden der 

Kulturplatten mit 400 µl pro 10 cm2 benetzt. Die Platten wurden für 6 Stunden bei 

37°C inkubiert. Nach der Inkubation erfolgten zunäc hst zwei Waschgänge mit PBS 

und zuletzt ein Waschgang mit dem jeweiligen Zellkulturmedium. Anschließend 

wurden die Zellen auf die beschichteten Wells gegeben. 
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3.2.3.2 Gelatine 

Gelatine (2 %) wurde 1: 2 mit PBS verdünnt und auf die Kulturplatten pipettiert (400 

µl pro 10 cm2 Kulturplatte). Nach einer Stunde bei 37 °C wurden die Platten mit PBS 

gewaschen. Nach einem Waschgang mit dem jeweiligen Kulturmedium wurden die 

Zellen auf die Wells ausgesät. 

 

3.2.3.3 Kollagen 

Die Kollagenlösung (3,76 mg / ml) wurde 1: 5 mit sterilem PBS verdünnt. Von der 

gewonnenen Lösung (752 µg / ml) wurden 400 µl pro 10 cm2 Kulturplatte auf die 

Wells mit dem Cellscraper verteilt und anschließend zum Trocknen über Nacht unter 

der Sterilbank belassen. In einem Teil der Experimente wurde eine Verdünnung auf 

100 µg / ml getestet (Methode nach Roh et al., 2005). 

 

3.2.3.4 Fibronectin 

Die Fibronektinstammlösung (500 µg / ml) wurde mit PBS auf 10 ng / ml verdünnt 

und in der Konzentration von ca. 4 µg / cm² auf die Wells gegeben. Nach einer 

Inkubation von 3 Stunden bei 37 °C erfolgte ein Was chgang mit PBS und mit dem 

jeweiligen Kulturmedium. 

 

 

3.2.4 Analyse der Proliferationsrate der Haarfollik elzellen 

Zur Untersuchung der Zellproliferationsrate wurden drei Wells mit jeweils 1,3 x 106 

Zellen / Well in Medium 2 angesetzt. Nach 3, 5 und 8 Tagen wurde eine Zellzählung 

unter dem Lichtmikroskop durchgeführt. 

 

 

3.2.5 Colony-Forming-Unit-Assay 

Der Colony-Forming-Unit (CFU) Assay wurde zur Evaluierung des 

Selbsterneuerungspotenzials der isolierten Zellen verwendet. Die Zellen wurden in 

einer Konzentration von 10, 50 und 100 Zellen pro 80 cm² Petrischale im optimierten 

Medium ausgesät und für 14 Tage kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit 
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Paraformaldehyd (4 %) für 15 Minuten fixiert und mit Kristallviolett für 10 Minuten 

gefärbt. Nach mehrmaligem Waschen wurden die blau gefärbten Areale ausgezählt. 

Ab einem Durchmesser von 2 mm wurde eine Färbung als positive Zellkolonie 

gewertet. 

 
 

3.2.6 Analyse der Genexpression mittels RNA-Isolier ung 

Nach erfolgreicher Isolation und Expansion der Haarfollikelzellen wurde die 

Genexpression bestimmter Markerproteine und Transkriptionsfaktoren auf mRNA-

Ebene untersucht. Dazu wurde die RNA der Zellen isoliert, sobald diese eine 

Zellkulturflasche konfluierend bewachsen hatten. Die RNA-Isolation erfolgte mit Hilfe 

des High Pure RNA Isolation Kits von Roche. 

Nach der Entfernung des Mediums aus der Zellkulturflasche wurden die am 

Flaschenboden angewachsenen Zellen mit 2 - 5 ml Trypsinlösung (0,25 %) für einige 

Minuten im Brutschrank inkubiert. Dieses Verfahren erlaubt es, sowohl den Zell-Zell-

Kontakt zwischen den Zellen, als auch den Zell-Boden-Kontakt zu lösen. Zur 

Inaktivierung der Trypsinlösung wurden 5 ml PBS / 10 % FCS dazugegeben. Nach 

einer Zentrifugation von 8 Minuten bei 145 g wurden die Zellen einmal in 5 ml PBS 

gewaschen. Nach einem weiteren Waschschritt wurde das Zellpellet in 200 µl PBS 

resuspendiert und mit 400 µl Lysis- / Bindingpuffer versetzt. 700 µl der lysierten 

Zellen wurden anschließend auf die RNA-Säule in einem Collectiontube gegeben 

und 15 Sekunden bei 8000 g in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert. Die danach 

hinzugegebene DNase-Lösung (100 µl pro Probe) erlaubt es, kontaminierende 

genomische DNA zu entfernen. Dazu wurden die Proben 15 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Durch das Waschen mit 500 µl Waschpuffer I, 500 µl 

Waschpuffer II und zuletzt mit 200 µl Waschpuffer II und jeweils anschließender 

Zentrifugation wurden Kontaminationen entfernt. Dabei wurde das Zentrifugat stets 

verworfen und die RNA- Säule mit der adsorbierten RNA behalten. Zuletzt wurde die 

RNA mit Hilfe von 50 µl Elutionspuffer von der Säulenmembran abgewaschen. 

Die Konzentration der isolierten RNA wurde durch Messung der optischen Dichte 

(OD) mit einem Photometer (Eppendorf) ermittelt. Hierfür wurde die RNA im 

Verhältnis 1: 13 mit RNase-freiem Wasser verdünnt. Die OD wurde bei 260 nm und 

bei 280 nm nach Kalibrierung des Photometers mit RNase-freiem Wasser gemessen. 
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Das Lambert-Beer-Gesetz (OD = Konzentration x Schichtdicke der Küvette x 

Extinktionsfaktor) erlaubt die Berechnung der RNA-Konzentration nach folgender 

Formel: RNA-Konzentration [ng / µl] = OD 260 x 40 x Verdünnung. Das Verhältnis 

OD 260 / OD 280 (Nukleinsäuren / Protein) ermöglicht eine Beurteilung der Reinheit 

der isolierten DNA. Die Ratio belief sich immer auf über 1,7. 

 

3.2.7 cDNA-Synthese (reverse Transkription der mRNA ) 

Mit Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase kann aus mRNA die dazu 

komplementäre cDNA hergestellt werden. Diese spezifische, RNA-abhängige DNA-

Polymerase benötigt einen Primer (ein kurzer, komplementärer DNA-Abschnitt) zur 

Synthese, welcher an die mRNA bindet. Als Primer wurde ein Oligo-dT-Nukleotid (15 

Desoxythymidine) eingesetzt, der komplementär zum Poly-A-Schwanz der 

eukaryotischen mRNA ist. Für die cDNA-Synthese aus RNA wurde der Omniscript 

RT Kit (Qiagen) verwendet.  

Mit diesem Protokoll kann eine RNA-Menge im Bereich von 50 ng bis 2 µg 

umgeschrieben werden. Bei hoher RNA-Konzentration der Probe konnte unter 2 µl 

RNA eingesetzt werden. War die RNA-Konzentration niedriger, wurde die maximal 

einsetzbare Menge verwendet. Pro Probe wurden 20 µl Versuchsreagenz angesetzt: 

6,33 µl Mastermix und 1 µl Reverse Transkriptase wurden in immer gleicher Menge 

verwendet (siehe Tab. 10). In Abhängigkeit von der RNA-Konzentration wurden 1 µg 

RNA zugegeben und das Versuchsreagenz mit RNase-freiem Wasser zu 20 µl 

ergänzt. Anschließend wurden die einzelnen Proben während einer Stunde bei 37 °C 

im Heizblock inkubiert. Außerdem wurde pro Probe ein Reaktionsansatz erstellt, in 

dem die Reverse Transkriptase nicht verwendet wurde. In diesem Ansatz entstand 

also keine cDNA aus der RNA. Dieses Template diente als Negativkontrolle in den 

durchgeführten PCRs (Ausschluss kontaminierender genomischer DNA).  

 

10 x RT Puffer 2,0 µl 
dNTP-Mix (je 5 mM) 2,0 µl 
Oligo(dt)-Primer (10 µM) 2,0 µl 
RNase-Inhibitor (30 Units / µl) (Eppendorf) 0,33 µl 
Omniscript RT 1,0 µl 
RNase-freies Wasser variabel 
Template-RNA variabel 

Tabelle 10: Mastermix der Reversen Transkriptase  
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3.2.8  Herstellung der PCR-Positivkontrollen  

3.2.8.1 RNA-Präparation aus humanem Pankreasgewebe 

Für die Etablierung der endokrinen Primer wurde eine Positivkontrolle aus humanem 

Pankreasgewebe hergestellt. Zur Isolation von RNA aus frischem Pankreasgewebe 

wurde das RNeasy Plus Mini Kit (Quiagen) verwendet. 

In einem RNase-freien Eppendorfgefäß wurde zuerst RLT-Buffer (Beta-

Mercaptoethanol mit dem im Kit enthaltenen RLT plus Puffer 1: 100) auf das mit 

einer sterilen Schere zerkleinerte Gewebe gegeben. Mit einem RNase-freien 

Mikropistill wurde das Gewebe im Lysepuffer homogenisiert. Anschließend wurde 

eine Quiashredder Spin Column mit 600 µl des Homogenisats beschickt und bei 

maximaler Geschwindigkeit (10400 g) 2 Minuten lang zentrifugiert. Danach wurde die 

Membran der Quiashredder Spin Column vorsichtig entfernt und das verbleibende 

Lysat bei 10400 g während 3 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abpipettiert 

und auf eine gDNA Eliminator Spin Column gegeben.  

Nach Zentrifugation des Reaktionsgefäßes bei 8000 g für 30 Sekunden wurde die 

Filtermembran entfernt und es wurden 600 µl Ethanol (70 %) zum Durchfluss 

hinzugefügt. Mit bis zu 700 µl dieser Lösung wurde daraufhin eine RNeasy Spin 

Column beschickt und 15 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert. Diesmal wurde der 

Durchfluss verworfen und auf die Filtermembran wurden 700 µl RW1-Puffer 

gegeben, was einem Waschschritt entspricht. Nach nochmaliger Zentrifugation bei 

8000 g für 15 Sekunden wurde auch dieser Durchfluss verworfen und die Membran 

der RNeasy Spin Column konnte mit 500 µl RPE-Puffer behandelt werden. 

Nach einer weiteren Zentrifugation wurde die Filtermembran ein zweites Mal mit 500 

µl RPE-Puffer gewaschen und diesmal für 2 Minuten bei 8000 g zentrifugiert. Zum 

Schluss wurde die Filtermembran vorsichtig aus der alten RNeasy Spin Column 

entfernt und in ein neues Collection Tube (2 ml) gegeben und 1 Minute auf 10400 g 

zentrifugiert. Dann wurde die RNeasy Spin Column in ein neues Collection Tube (1,5 

ml) überführt und mit 30 µl RNase-freiem Wasser beschickt. Es folgte eine 

Zentrifugation bei 8000 g für 1 Minute. Als letzten Schritt wurde die RNeasy Spin 

Column in ein neues Collection Tube (1,5 ml) gegeben und ein zweites Mal mit 30 µl 

RNase-freiem Wasser eluiert. Nach der letzten Zentrifugation bei 8000 g für 1 Minute 

war die RNA gebrauchsfertig. 
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3.2.8.2 Kultivierung der Zelllinie HACAT 

Die HaCaT-Zelllinie (human adult low calcium temperature keratinocytes) ist eine 

humane, spontan immortalisierte, nicht maligne Keratinozytenzelllinie. Sie stammt 

aus der gesunden Haut eines männlichen Patienten, bei dem aufgrund eines 

Melanoms eine Nachoperation („Sicherheitsabstand“) durchgeführt wurde. Aus 

diesem Präparat wurde nach histologisch gesicherter Benignität die HaCaT-Zelllinie 

etabliert (Boukamp et al., 1988). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die HaCaT-Zelllinie als PCR-Positivkontrolle 

verwendet. Die Zellen wurden zweimal in der Woche 1: 20 gesplittet und in 

folgendem Medium kultiviert: 

 

RPMI 1640 90 % 18 ml 

FCS 10 % 2 ml 

P/S 1 % 0,2 ml 

Tabelle 11: Kulturmedium der Zelllinie HaCaT 

 

 

3.2.9 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die RT-PCR stellt eine in vitro-Methode für die enzymkatalysierte Synthese 

definierter DNA-Abschnitte dar. In mehreren Amplifizierungsrunden, die aus 

Denaturierung der Matrizen-DNA, Anlagerung der spezifischen Primer (Annealing) 

und Verlängerung der Primer entlang der Matrizen-DNA durch eine hitzestabile Taq-

DNA-Polymerase (Elongation) bestehen, erfolgt eine Anreicherung spezifischer, 

definierter DNA-Fragmente (Mullis und Faloona, 1987). Es erfolgt somit ein 

qualitativer Nachweis amplifizierter Gensequenzen. Für die PCR wurde das Kit von 

Promega eingesetzt, aus dem folgender Mastermix erstellt wurde: 

 

5x Green Flexi Go Taq Flexi Buffer 5,0 µl 
MgCl2 (1 / 2 / 3 mM) 1,0 / 2,0 / 3,0 µl 
dNTP-Mix (je 10 mM) 0,5 µl 
5'-Primer (50 pM) 0,25 µl 
3'-Primer (50 pM) 0,25 µl 
Deionisiertes Wasser variabel 

 Tabelle 12: Mastermix der Polymerase-Kettenreaktio n 
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Die verwendete Menge an MgCl2 variierte je nach Primer. Für jede PCR wurde eine 

Positivkontrolle verwendet, d.h. die cDNA einer Zelllinie bzw. eines Gewebes, die 

nachweislich positiv für das Genprodukt waren. Pro PCR-Reaktion wurde eine 

Negativkontrolle eingesetzt. Das Template der Negativkontrolle war ohne Reverse 

Transkriptase bei der cDNA-Synthese erstellt worden (siehe oben). Die variable 

Zugabe von deionisiertem Wasser ergab schließlich ein Reaktionsvolumen von 25 µl 

zuzüglich der cDNA pro Probe. 

Die DNA wurde im Thermocycler nach folgendem Temperaturprofil amplifiziert:  

1) Aktivierung der DNA-Polymerase für 2 Minuten bei 95 °C 

2) Denaturierung der DNA für 15 Sekunden bei 95 °C 

3) Annealing der Primer für 30 Sekunden bei einer Primer-spezifischen Temperatur  

4) Elongation für 1 Minute bei 72 °C sowie  

5) Finale Elongation für 5 Minuten bei 72°C. 

Die Schritte 2) bis 4) wurden zyklisch wiederholt, wobei die Anzahl der Zyklen 

primerspezifisch eingestellt wurde (Primersequenzen, Annealingtemperaturen und 

Zyklenzahl der PCR: siehe Tabelle 13). 

 

 

3.2.10 Agarose-Gelelektrophorese 

Die mittels PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch auf einem 

zweiprozentigen Agarosegel aufgetrennt, das mit 1 µg/ml Ethidiumbromid versetzt 

worden war. Je 20 µl Probe wurde auf das Gel aufgetragen. Zur Bestimmung der 

Fragmentlänge der amplifizierten DNA wurde außerdem ein 

Molekulargewichtsmarker (100 Bp DNA Ladder, Promega) auf dem Gel mitgeführt. 

Als Laufpuffer diente 1 x TAE-Puffer. Die Elektrophorese erfolgte für große Gele mit 

20 Taschen bei 95 Volt (Constant Voltage) für 25 Minuten in einem Gelsystem (MWG 

Biotech). Die durch Fluoreszenz unter UV-Licht detektierten Banden der 

amplifizierten DNA wurden mit einem Geldokumentations-System (Intas) 

photographisch dokumentiert. 
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Gen  Primersequenz  

A: Forward (5' →3') 
B: Reverse  (3' →5') 

Temp  

 [°C] 

MgCl 2 

 [mM]  

Größe 

 [bp] 

Zyklen  Positiv - 

kontrolle 

ß-Aktin  A: acccacactgtgcccatcta 

B: gccacaggattccataccca 

58  342 28 HACAT 

BCRP A: cagccgtggaactctttgtggtag 

B: gagtcctgggcagaagttttgtcc 

62 3 458 35 cDNA29 

Beta2 A: cagaaccaggacatgccc 

B: atcaaaggaagggctggtg 

58 1 216 35 Pankreas 

Chromogranin A  A: cgctccgccgctgtcctggctct 

B: ctggggcctggctccgtctgtg 

62 3 453 35 Pankreas 

CK7 A: ccagccaccatgtccatccacttc 

B: ccaggcggcccccatccacctg 

58 3 492 35 HACAT 

CK20 A: cctacacaagcatctgggcaacac 

B: cagaaggcggcggtaagtagca 

58 1 481 35 HACAT 

Gapdh  A: tgatgacatcaagaaggtggtgaag 

B: tccttggaggccatgtgggccat 

63 2 250 28 HACAT 

Glukagon  A: aggcagacccactcagtga 

B: aacaatggcgacctcttctg 

60 2 300 35 Pankreas 

Hnf4α A: atcagaaggcaccaacctcaac 

B: tgtctttgtccaccacgcact 

60 2 197 35 Pankreas 

HlxB9  A: cctaagatgcccgacttcaactccc 

B: gcccttctgtttctccgcttcctg 

62 1 276 35 Pankreas 

Insulin  A: gaggccatcaagcacatcact 

B: ggctgcgtctagttgcagta 

58 1 390 35 Pankreas 

Isl1  A: cgtgcccgctccaaggtgtatca 

B: cattgggctgctgctgctggagtt 

60 1 478 35 Pankreas 

Ncam A: gtaaggctggcggcgctcaatgg 

B: acgatggccccggtgctcagg 

64 1 425 35 Nebennierenrinde 

Nestin  A: agaggggaattcctggAg 

B: ctgaggaccaggactctcta 

58 1 495 35 HACAT 

Nkx6.1  A: accctgccgcgtatcccccgc 

B: cagaagatgggcgtccggcca 

58 1 509 35 Pankreas 

Oct4 A: cgaccatctgccgctttgag 

B: ccccctgtcccccattccta 

60 1 577 35 cDNA29 

Pdx1 A: cccatggatgaagtctacc 

B: gtcctcctcctttttccac 

60 2 200 35 Pankreas 

Somatostatin  A: gatgctgtcctgccgcctcc  

B: tgccatagccgggtttga 

58 2 300 35 Pankreas 

Sox1 A: ctcactttcctccgcgttgcttcc 

B: tgccctggtctttgtccttcatcc 

60 1 390 35 Kleinhirn 

Sox2 A: gccgagtggaaacttttgtcg 

B: gcagcgtgtacttatccttctt 

62 2 390 35 Kleinhirn, HACAT 

Sox17 A: cagtgacgaccagagccagacc 

B: ccacgacttgcccagcatctt 

60 1 292 35 Großhirn 

Vimentin  A: gaacgccagatgcgtgaaatg 

B: ccagagggagtgaatccagatta 

55 2/3 280 35 Testis, Haut 

Tabelle 13: Primersequenzen und Amplifikationsbedin gungen der PCR 
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3.2.11 Histologie 

3.2.11.1 HE-Färbung 

Zur Identifizierung der basalen Zellmorphologie wurden die gewonnenen 

Haarfollikelzellen mit Hämatoxylin und Eosin gefärbt. Dafür wurden 7500 bis 15000 

Zellen pro Culture Slide in ihrem normalen Medium ausgesät und bei 37 °C kultiviert. 

Sobald Zell-Zell-Kontakte unter dem Mikroskop sichtbar waren, konnte mit der 

Färbung begonnen werden: 

Nach der Entfernung des Zellkulturmediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen. 

Als nächstes erfolgte die Fixation mit Paraformaldehyd (4 %) für 15 Minuten. Vor der 

Rehydrierung mit Aqua dest. für 5 Minuten wurden die Zellen mit PBS gewaschen. 

Die Hämatoxylin-Lösung Gill III wurde anschließend für 90 Sekunden auf dem 

Objektträger inkubiert. Nun wurden die Zellen für 2 Sekunden in HCl-Lösung (0,1%) 

differenziert und danach 3 Minuten lang unter fließendem Leitungswasser 

gewaschen. Die Färbung mit Eosin dauerte 4 Minuten. Der Objektträger wurde dann 

30 Sekunden lang unter fließendem Leitungswasser gewaschen und zuletzt zweimal 

für 5 Minuten in Xylol inkubiert. Die gefärbten Zellen wurden mit Kaisers Glycerin-

Gelatine eingedeckelt. 

 

 

3.2.11.2 Immunhistologie 

Zum Nachweis bestimmter Oberflächenproteine auf den isolierten Zellen wurden 

immunhistologische Färbungen durchgeführt. Dafür wurden 7500 bis 15000 Zellen 

pro Culture Slide in ihrem normalen Medium ausgesät und bei 37 °C kultiviert, bis 

Zell-Zell-Kontakte unter dem Mikroskop sichtbar waren. Nun konnte mit der Färbung 

begonnen werden: Der Zellüberstand im Culture Slide wurde entfernt. Die am Boden 

haftenden Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und anschließend mit 

Paraformaldehyd (4%) für 15 Minuten bei 4 °C fixier t. Von diesem Moment an wurde 

das Culture Slide während jedem weiteren Schritt in einer feuchten Kammer 

aufbewahrt. 

Nach drei Waschgängen mit PBS wurden die fixierten Zellen mit Hilfe von Saponin 

(1%) für 10 Minuten permeabilisiert. Es folgten drei weitere Waschgänge mit PBS. 

Die Färbung der Zellen wurde mit dem Vectastain® ABC Kit durchgeführt. Mittels 

H2O2 (0,3%) und Pferdeserum (0,3%, in PBS) wurde die endogene Peroxidase der 
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Zellen blockiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die unspezifischen 

Bindungsstellen mit Pferdeserum (oder Ziegenserum, je nach Antikörper) (10 %) 

blockiert. Die Inkubation bei Raumtemperatur dauerte 60 Minuten. Nach einem 

Waschgang mit PBS konnte der primäre Antikörper (Verdünnung 1:50 bis 1:200 in 

10% Pferde- oder Ziegenserum in PBS) auf die Objektträger aufgebracht und für 120 

Minuten inkubiert werden. Es folgten drei Waschgänge mit PBS. Nun wurde der 

sekundäre biotinylierte Antikörper für 60 Minuten auf das Culture Slide gegeben (1 

Tropfen Pferde- (oder Ziegen-) Blocking Serum und 1 Tropfen biotinylated Antibody). 

Nach drei weiteren Waschgängen mit PBS wurde eine Färbung mit Vector® 

NovaRed-Reagenz durchgeführt: Das Reagenz bestand aus 5 ml Aqua dest. 3 

Tropfen Lösung 1, 2 Tropfen Lösung 2, 2 Tropfen Lösung 3 und 2 Tropfen Hydrogen 

Peroxide Solution. Im Anschluss erfolgte eine Inkubation bei Raumtemperatur für 5 

bis 15 Minuten. Danach wurde das Culture Slide mit Leitungswasser gewaschen und 

mit Hämatoxylin für 5 bis 45 Sekunden gegengefärbt. Nach der Differenzierung der 

Zellfärbung unter Leitungswasser wurde der Objektträger mit Kaisers Glycerin-

Gelatine eingedeckelt. 

 

 

3.2.11.3 Immunfluoreszenz 

Mit Hilfe der Immunfluoreszenz konnten bestimmte Oberflächenproteine auf den 

isolierten Zellen nachgewiesen werden. Dafür wurden 7500 bis 15000 Zellen pro 

Culture Slide in ihrem normalen Medium ausgesät und bei 37 °C kultiviert, bis Zell-

Zell-Kontakte unter dem Mikroskop sichtbar waren. Nun konnte mit der Färbung 

begonnen werden: Der Zellüberstand im Culture Slide wurde entfernt. Die am Boden 

haftenden Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und anschließend mit 

Paraformaldehyd (4 %) für 15 Minuten bei 4 °C fixie rt. Von diesem Moment an wurde 

das Culture Slide während jedem weiteren Schritt in einer feuchten Kammer 

aufbewahrt. Nach drei Waschgängen mit PBS wurden die fixierten Zellen mit Hilfe 

von Saponin (1 %) für 10 Minuten permeabilisiert. Es folgten drei weitere 

Waschgänge mit PBS. Die unspezifischen Bindungsstellen wurden mit Normal Horse 

Serum (3 %) blockiert. Die Inkubation bei Raumtemperatur dauerte 60 Minuten. Nach 

einem weiteren Waschgang mit PBS wurden die Culture Slides mit dem primären 

Antikörper über Nacht mit Normal Horse Serum (3 %) bei 4°C inkubiert. Vor der 

Applikation des sekundären Antikörpers waren 3 Waschschritte mit PBS von je 10 
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Minuten nötig. Anschließend konnte der sekundäre Antikörper in Normal Horse 

Serum (3 %) auf die Culture Slides aufgebracht und für 60 Minuten bei 

Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert werden. Drei Waschgänge mit PBS von je 5 

Minuten wurden abschließend durchgeführt. Nach dem Eindeckeln der Culture Slides 

mit dem Vectashield® Hard-Set™ Mounting Medium with DAPI wurde das Ergebnis 

unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt. 
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Antikörper  Vorkommen  Verdünnung  Funktion  

 

ß-III-Tubulin 

 

Neuronen (El Seady et al., 2008) 

 

1:200 

 

Mikrotubuli; Bestandteile des 

Zytoskeletts eukaryotischer 

Zellen 

CK18 Epidermis (Aberdam et al., 2007), 

einschichtiges Epithel, luminale 

Drüsenzellen, z.B. GI-Trakt (Terada et 

al., 2009), DEEP-1 (Medina et al., 2006) 

1:50 Intermediärfilament, 

Bestandteil des Zytoskeletts 

eukaryotischer Zellen 

CK19 einschichtiges Epithel, luminale 

Drüsenzellen, z.B. GI-Trakt (Terada et 

al., 2009), DEEP-1 (Medina et al., 2006) 

1:50 Intermediärfilament, 

Bestandteil des Zytoskeletts 

eukaryotischer Zellen 

CK20 Merkelzellen (Eispert et al., 2009), 

einschichtiges Epithel, luminale 

Drüsenzellen, z.B. GI-Trakt (Terada et 

al., 2009) 

1:50 Intermediärfilament, 

Bestandteil des Zytoskeletts 

eukaryotischer Zellen 

Desmin  Skelett-, Herz- und glatte Muskulatur 

(Paulin und Li; 2004) 

1:80 Typ 3-Intermediärfilament, 

Element des Zytoskeletts 

Nestin  Nervenzellen, adulte SZ (Amoh et al., 

2005; Mignone et al., 2007) 

1:200 Intermediärfilament, 

Bestandteil des Zytoskeletts 

eukaryotischer Zellen 

Neurofilament 

200 

ausgereifte Neuronen des ZNS und 

PNS (Hunt et al., 2008) 

 

1:100 Neuronales 

Intermediärfilament 

Oct4 pluripotente embryonale SZ (Boiani und 

Schöler, 2005; Yu et al., 2006); adulte 

SZ der Haut (Yu et al., 2006; De Kock 

et al., 2009; Tai et al., 2005) 

1:100 Aus der Familie der POU-

Domain-Transkriptions-

faktoren; Vermittlung von 

Selbsterneuerung und 

Pluripotenz 

PanCK  

 

Einfache verhornende und nicht 

verhornende Plattenepithelien 

1:100 Intermediärfilament, 

Bestandteil des Zytoskeletts 

eukaryotischer Zellen 

Synaptophysin  Neuronen 1:500 Präsynaptisches 

Vesikelprotein; Modulation der 

synaptischen Aktivität (Hinz et 

al., 2001) 

Tabelle 14:  Antikörper für die Immunhistologie bzw . Immunfluoreszenz 
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3.2.12 FACS-Analyse (Durchflußzytometrie) 

FACS steht für "fluorescence activated cell sorting" und beschreibt eine Methode, 

mittels derer die Zellmorphologie und die Proteinexpression von Zellen untersucht 

werden kann. Das Prinzip der Untersuchung beruht auf der Emission von optischen 

Signalen seitens der Zelle, wenn diese einen Laserstrahl passiert. Hierbei werden die 

in einer Lösung befindlichen Zellen durch eine Kapillare gesaugt und passieren im 

Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Die Zellen streuen einen Teil des Lichts, 

welches mittels Detektoren (Photomultiplier) nachgewiesen wird. Die Menge des 

gestreuten Lichts korreliert mit der Größe der Zelle und mit ihrer Komplexität. Das 

Vorwärtsstreulicht (FSC = Forward Scatter) ist ein Maß für die Beugung des Lichts im 

flachen Winkel und hängt vom Volumen der Zelle ab. Das Seitwärtsstreulicht (SSC = 

Sideward Scatter) ist ein Maß für die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die von 

der Granularität der Zelle, der Größe und Struktur ihres Zellkerns und der Menge der 

Vesikel in einer Zelle beeinflusst wird. Die Ergebnisse der Streulichtmessungen 

werden in einem "Dot-Plot"-Diagramm dargestellt, auf dessen X-Achse das FSC und 

auf der Y-Achse das SSC aufgetragen ist.  

Antikörper, die mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, können zur Markierung der 

Zellen verwendet werden. Nach der Markierung kann die Sortierung nach diesen 

Merkmalen erfolgen. Durch Einsatz von verschiedenen Filtern kann die Anzahl der 

einsetzbaren Farbstoffe und damit die Informationsdichte erhöht werden. Pro Zelle 

können mehrere verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig gemessen werden. 

In dieser Arbeit wurden die Farbstoffe FITC und PE verwendet. 

Die Markierung mit Antikörpern wurde folgendermaßen durchgeführt: Die aus der 

Zellkulturflasche abgenommenen Zellen wurden unter dem Lichtmikroskop gezählt. 

In jedes Röhrchen sollten pro Antikörper zwischen 200.000 und 500.000 Zellen 

gegeben werden. Somit wurde die Menge an Zellsuspension berechnet, die 300.000 

Zellen enthielt und anschließend mit 1 ml Pufferlösung (PBS mit 1% FCS) verdünnt. 

Für jeden spezifischen Antikörper wurde als Negativkontrolle ein irrelevanter 

Antikörper (Isotypkontrolle) verwendet. Jedes Röhrchen wurde nun bei 453 g für 5 

Minuten zentrifugiert, wobei der Überstand verworfen wurde. Das Pellet wurde 

danach in einer Antikörperlösung aus dem jeweiligen Antikörper (1 µl) verdünnt mit 

50 µl Puffer resuspendiert. Die Endkonzentration des Antikörpers sollte 1:100 

betragen. Es folgte eine Inkubation bei 4 °C währen d 30 Minuten. Im anschließenden 



 48

Waschgang wurde zuerst je 1 ml Puffer pro Ansatz dazugegeben, um dann jedes 

Röhrchen bei 453 g für 5 Minuten zu zentrifugieren. 

Nicht direkt konjugierende Antikörper (wie CD117 Biotin) mussten vor der Fixation 

mit Streptavidinlösung (1:200) vorbehandelt werden: In Puffer verdünntes 

Streptavidin-FITC wurde zu den Zellen dazugegeben und 20 Minuten abgedunkelt 

bei 4 °C inkubiert. Nach der Zugabe von 1 ml Puffer  wurde eine Zentrifugation bei 

453 g für 5 Minuten durchgeführt. Bei der folgenden Fixierung wurde das Pellet in 

250 µl Puffer resuspendiert und mit 250 µl Formalinlösung (4%) versetzt. Dieser 

Ansatz wurde anschließend während 20 Minuten abgedunkelt bei Raumtemperatur 

inkubiert. Im nächsten Waschschritt wurde jedes Röhrchen zuerst bei 453 g für 5 

Minuten zentrifugiert, wobei das Pellet mit 1 ml Puffer resuspendiert und ein letztes 

Mal zentrifugiert wurde. Der verbleibende Überstand wurde in 300 µl Puffer gelöst 

und abgedunkelt bis zur Messung bei 4 °C aufbewahrt . Die FACS-Analyse erfolgte 

mit dem FACS Calibur Gerät der Firma Biosciences (Heidelberg). Die erfassten 

Rohdaten wurden mit der Software WinMDI Version 2.9 ausgewertet.  
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Tabelle 15: Darstellung von Vorkommen und Funktion verschiedener Oberflächenmoleküle, die 
in der vorliegenden Studie untersucht worden sind 

Cluster of 

Differentiation 

Vorkommen  Funktion  

CD 9 peripheres Nervensystem; 

embryonale Stammzellen  

Zelladhäsionsmolekül der Tetraspaninfamilie; 

Expression in neuralen Progenitorzellen (Ishibashi 

et al., 2004); Marker für Pluripotenz embryonaler SZ 

(Prowse et al., 2009) 

CD 24  B-Lymphozyten, differenzierte 

Neuroblasten 

Zelladhäsionsmolekül; involviert in die neuronale 

Zelldifferenzierung (Pruszak et al., 2009) 

CD 29 (ß1-Integrin)  Haarfollikelstammzellen  Zelladhäsionsmolekül;  Interaktion mit der 

extrazellulären Matrix (Morris et al., 2004; Morasso 

und Tomic-Canic, 2005) 

CD 31 (PECAM-1) Endothelzellen, neutrophile 

Granulozyten 

Zelladhäsionsmolekül ; reguliert die Migration 

neutrophiler Granulozyten (Luu et al., 2003) 

CD 34 hämatopoetische Stammzellen 

und endotheliale Gewebe 

Zelladhäsionsmolekül (Alakel et al., 2009); fördert 

die Zellmigration (Maltby et al., 2010) 

CD 44 („Bone homing 

receptor“) 

humane hämatopoetische und 

mesenchymale Stammzellen 

Zelladhäsionsmolekül; leitet humane 

hämatopoetische und mesenchymale Stammzellen 

zum Knochenmark (Sackstein et al., 2008) 

CD 45 Hämatopoetische Zellen, außer 

Erythrozyten und Plasmazellen 

Tyrosinphosphatase; Modulation der 

Signaltransduktion und Zytokinproduktion im 

Immunsystem (Saunders and Johnson,  2010) 

CD 49b (α2-Integrin)   „Natural Killer“-Zellen, T-Zellen Kollagenrezeptor (Morris et al., 2004; Morasso und 

Tomic-Canic, 2005) 

CD 49f (α6-Integrin)  Haarfollikelstammzellen,  

Thrombozyten, Monozyten und 

T-Lymphozyten 

Zelladhäsionsmolekül; Interaktion mit der 

extrazellulären Matrix (Morris et al., 2004; Morasso 

und Tomic-Canic, 2005) 

CD 56 (NCAM) Neuronen, Glia, Skelettmuskel 

und Natural Killer-Zellen 

Zelladhäsionsmolekül; spielt eine Rolle  beim 

neuronalen Wachstum, bei der synaptischen 

Plastizität  und bei der Gedächtnisbildung 

CD 59 (Protectin)  Lymphozyten, Erythrozyten Regulator des Komplementsystems; Inhibition des 

„Membrane Attack Complex“ (Huang et al., 2006) 

CD 71 differenzierte hämatopoetische 

Zellen 

Transferrinrezeptor (Li et al., 1998; Fathke et al., 

2004); spielt eine Rolle im Eisenhaushalt 

CD 117 (c-Kit -Rezeptor)  hämatopoetische Stammzellen Tyrosinkinaserezeptor Typ lll; spielt eine Rolle in der 

Zellproliferation und in der Zelldifferenzierung 

(Alakel et al., 2009) 

CD 133  (Prominin 1)  hämatopoetische Stammzellen, 

endotheliale  Progenitorzellen, 

neuronale und gliale  SZ 

Zelladhäsionsmolekül , Mitglied der Pentaspan-

Transmembranglykoproteinfamilie (Alakel et al., 

2009) 

CD 200 Hämatopoetische Zellen Typ-1-Membranglykoprotein,  Stammzellmarker 

(Ohyama und William, 2007; Amoh et al., 2009) ; 

reguliert die Aktivität der myeloiden Zellen 
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3.2.13 Untersuchung des proendokrinen Differenzieru ngspotenzials 

Es wurden zahlreiche Experimente durchgeführt, in denen der Einfluss definierter 

Faktoren auf die Genexpression und auf die Differenzierung der isolierten 

Haarstammzellen ausgetestet wurde. Teilweise waren diese in der Literatur zur 

Unterstützung der Ausreifung endokriner Zellen aus adulten Stammzellpopulationen 

eingesetzt worden. Nach der Stimulationsphase wurden die Zellen aus der 

Zellkulturflasche entnommen; ihre RNA wurde zur anschließenden cDNA-Synthese 

extrahiert. Die Genexpression der stimulierten Zellen wurde mittels PCR analysiert. 

 

3.2.13.1 Stimulation mit Activin A und Exendin 4 

Activin A gehört zur Familie der Transforming Growth Factor-ß-Familie. Es bewirkt die 

Umwandlung von exokrinen AR42J Zellen in insulinexprimierende Zellen (Mashima 

et al., 1996) und führt zur Regeneration von pankreatischen Betazellen der mit 

Streptozotocin behandelten Mäuse (Li et al., 2004). Das Analogon Exendin 4 führt zu 

einer Hochregulation von Pdx1 und infolgedessen zu einer gesteigerten 

Differenzierung in insulinproduzierende Zellen (Movassat et al., 2002). Für die 

Stimulation wurden 100.000 Zellen in 5 ml Stimulationsmedium (Tab. 16) für 5 Tage 

in einer 25 cm2 Flasche inkubiert. 

Die Arbeitsgruppe um Wu untersuchte die Differenzierungskapazität von 

Stammzellen aus dem Knochenmark in inselzellähnliche Zellen (Wu et al., 2007). 

Dabei wurden die mesenchymalen Stammzellen zuerst für 2 Wochen in HG-DMEM 

mit 5 % FCS gehalten, um anschließend jeweils 7 Tage in den unten genannten 

Medien kultiviert zu werden (Tab. 17 und 18). 
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DMEM 4500 mg/l 

Glukose 

57% 11,4 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 28% 5,6 ml 

FCS 15% 3 ml 

bFGF10 10 ng / ml 20 µl (von 10 µg / ml Lsg.) 

Nikotinamid 10 mM 0,2 ml (von 1 M Lsg.) 

Activin A 10 ng / ml 8 µl (von 25 µg / ml Lsg.) 

Exendin 4 90 nM 6 µl (von 300 nM Lsg.) 

MTG 0,0006 M 1 µl 

P/S 1% 0,2 ml 

Tabelle 16: Stimulationsmedium mit Activin A und Ex endin 4 

 
 
 
Für 7 d   

DMEM 4500 

mg/l Glukose 

95% 19 ml 

FCS 5% 1 ml 

Nikotinamid 10 mM 0,2 ml (von 1 M Lsg.) 

P/S 1% 0,2 ml 

Tabelle 17: Stimulationsmedium mit NAD  

 
 
Für weitere 7 d   

DMEM 4500 

mg/l Glukose 

95% 19 ml 

FCS 5% 1 ml 

Exendin 4 10 nM 20 µl (von 20 µM Lsg.) 

P/S 1% 0,2 ml 

Tabelle 18: Stimulationsmedium mit Exendin 4 
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3.2.13.2 Caspase Inhibitor VI 

Apoptose, der programmierte Zelltod, spielt eine große Rolle während der 

Entwicklung, bei der Aufrechterhaltung der Zellhomöostase und bei der Regulation 

des Immunsystems. Sie wird von einer Klasse von Cysteinproteasen, den Caspasen, 

koordiniert. Caspase-Inhibitoren könnten eine Therapie verschiedener Krankheiten 

durch Hemmung der Apoptose ermöglichen.  

Shen verwendete den Caspaseinhibitor VI in einem Versuchsansatz, in dem gezeigt 

werden sollte, dass Retinsäure in embryonalem Pankreasgewebe die Suppression 

exokriner Differenzierung und die Bildung von endokrinen Zellclustern hervorruft 

(Shen et al., 2007). Für die Stimulation wurden 100.000 Zellen in 5 ml 

Stimulationsmedium (Tab. 19) für 5 Tage in einer 25 cm2 Flasche inkubiert. 

 

DMEM 4500 mg/l 

Glukose 

60% 12 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30% 6 ml 

FCS 10% 2 ml 

bFGF10 10 ng / ml 20 µl ( von 10 µg / ml Lsg.) 

Retinsäure 1 µM 2 µl (von 10 mM Lsg.) 

Nikotinamid 5 mM 0,1 ml (von 1 M Lsg.) 

Activin A 10 ng / ml 8 µl (von 25 µg / ml Lsg.) 

Exendin 4 90 nM 6 µl (von 300 nM Lsg.) 

Caspase Inhibitor VI 40 µM 40 µl (von 20 mM Lsg.)  

P/S 1% 0,2 ml 

Tabelle 19: Stimulationsmedium mit Caspaseinhibitor  VI 

 

3.2.13.3 Stimulation mit DBZ 

DBZ (Dibenzazepin) ist ein γ-Sekretaseinhibitor, der die Notch-Prozessierung 

moduliert. Es greift also in die Differenzierung von Geweben ein, die vom Notch-

Signalweg reguliert werden. Es wurde berichtet, dass DBZ die Genexpression 

verschiedener Hormone, wie z.B. Somatostatin, Sekretin und Gastrin, in endokrinen 

Zellen steigert (Milano et al., 2004). Für den Stimulationsansatz wurden 100.000 

Zellen in 5 ml Stimulationsmedium in einer 25 cm ² Flasche für 7 Tage kultiviert: 

 



 53

DMEM 4500 mg/l 

Glukose 

60% 12 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30% 6 ml 

k.o. Serum replacement 10% 2 ml 

Hydrocortison 50 µM 10 µl 

EGF 10 ng / ml 2 µl (von 100 ng / µl Lsg.) 

DBZ 20 nM 4 µl (von 100 µM Lsg.) 

P/S 1% 0,2 ml 

Tabelle 20: Stimulationsmedium mit DBZ 

 

3.2.13.4 Forskolin 

Forskolin ist ein Labdan-diterpen, das aus der indischen Pflanze Coleus forskohlii 

gewonnen wird. Forskolin wird im Rahmen der Erforschung der Zellphysiologie zur 

Untersuchung des intrazellulären cAMP-Signalwegs verwendet. Forskolin aktiviert 

das Enzym Adenylatzyklase und hebt so den cAMP-Spiegel an. cAMP stellt einen 

wichtigen Botenstoff in der hormonellen Signaltransduktion dar. Es wird berichtet, 

dass Forskolin die Plasmamembran von Betazellen depolarisiert und die Frequenz 

Ca²+-abhängiger Aktionspotentiale erhöht. Dies führt zu einer signifikanten 

Steigerung der Insulinsekretion (Ullrich et al., 1996; Li et al., 2004). Für die 

Stimulation wurden 100.000 Zellen in 5 ml Stimulationsmedium (Tab. 21) für 5 Tage 

in einer 25 cm2 Flasche inkubiert. 

 

X-Vivo 100% 20 ml 

Forskolin 10 µM 10 µl (von 20 mM Lsg.) 

P/S 1% 0,2 ml 

Tabelle 21: Stimulationsmedium mit Forskolin 

 

3.2.13.5 LIF 

Der Leukemia inhibitory factor (LIF) ist ein Interleukin der Klasse 6, das 

Zellwachstum und Zelldifferenzierung beeinflusst. In Kulturen embryonaler 

Stammzellen wird LIF verwendet, um die Zellen in ihrem undifferenzierten Status zu 

halten (Mignone et al., 2007). Die Differenzierung adulter, retinaler Progenitorzellen 

in Gliazellen, Neuronen und Photorezeptoren wird durch die Applikation von LIF in 
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der Zellkultur verhindert. Stattdessen verbleiben die Zellen in einem proliferativen, 

aber dennoch undifferenzierten Status (Carter et al., 2009). 

LIF übt daneben Einfluss auf die Zelldifferenzierung anderer Zellarten, wie Knochen- 

und Nervenzellen, als auch auf die Embryogenese und Entzündungsgeschehen aus. 

Für den Stimulationsansatz wurden 100.000 Zellen in 5 ml Stimulationsmedium (Tab. 

22) für 5 Tage in einer 25 cm2 Flasche inkubiert. 

 

DMEM 4500 mg/l 

Glukose 

60% 14,25 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30% 4,75 ml 

FCS 5% 1 ml 

EGF 20 ng / ml 4 µl (von 100 ng / µl Lsg.) 

bFGF 20 ng / ml 40 µl (von 10 µg / ml Lsg.) 

ESGRO (LIF) 1000 U / ml  20 µl (von 10 µg / ml Lsg.) 

P/S 1% 0,2 ml 

Tabelle 22: Stimulationsmedium mit LIF 

 

 

3.2.13.6 Monothioglycerol 

Monothioglycerol (MTG) senkt durch die Steigerung der intrazellulären 

Glutathionkonzentration den oxidativen Stress einer Zelle. Die 

Glutathionkonzentration schwankt in bestimmten Stadien der embryonalen 

Entwicklung. Die Arbeitsgruppe um Ku stimulierte embryonale Stammzellen unter 

anderem mit MTG und differenzierte diese in frühe Progenitorzellen des Pankreas 

(Ku et al., 2004). Für die Stimulation wurden 100.000 Zellen in 5 ml 

Stimulationsmedium (Tab. 23) für 5 Tage in einer 25 cm2 Flasche inkubiert. 
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DMEM 4500 mg/l Glukose 60% 11,4 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30% 5,6 ml 

FCS 15% 3 ml 

bFGF10 10 ng / ml 20 µl (von 10 µg / ml Lsg.) 

Nikotinamid 10 mM 0,2 ml (von 1 M Lsg.) 

Activin A 10 ng / ml 8 µl (von 25 µg / ml Lsg.) 

Exendin 4 90 nM 6 µl (von 300 nM Lsg.) 

Monothioglycerol 0,0006 M 1 µl 

P/S 1% 0,2 ml 

Tabelle 23: Stimulationsmedium mit Monothioglycerol  

 

3.2.13.7 Picolinsäure   

Die Arbeitsgruppen Horvath und Chen fanden heraus, dass Chromiumpicolinat den 

glykämischen Status insulinresistenter Patienten verbessert, indem es den 

insulinregulierten Glukosetransport in insulinsensitive 3T3-L1-Adipozyten erhöht 

(Horvath et al., 2008; Chen et al., 2006).  

Auch Abdourahman und Edwards beschreiben eine verbesserte Glukosetoleranz 

diabetischer Ratten nach Chromiumpicolinat-Supplementierung (Abdourahman und 

Edwards, 2008). Für den Stimulationsansatz wurden 100.000 Zellen in 5 ml 

Stimulationsmedium (Tab. 24) für 5 Tage in einer 25 cm2 Flasche inkubiert. 

 

DMEM 4500 mg/l 

Glukose 

60% 11,4 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30% 5,6 ml 

k.o. Serum replacement 10% 2 ml 

Hydrocortison 50 µM 10 µl 

EGF 10 ng / ml 2 µl (von 100 ng / µl Lsg.) 

Nikotinamid 5 mM 0,2 ml (von 1 M Lsg.) 

Picolinsäure 10 mM 1 ml (von 200 mM Lsg.) 

P/S 1% 0,2 ml 

Tabelle 24: Stimulationsmedium mit Picolinsäure 
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3.2.13.8 Retinsäure 

Vitamin A (Retinsäure) übt einen Einfluss auf das Zellwachstum und die 

Zelldifferenzierung aus. Es ist in der Literatur beschrieben worden, dass Retinsäure 

die Entstehung von Ngn3-positiven endokrinen Progenitorzellen induziert und ihre 

weitere Differenzierung in Betazellen stimuliert (Oström et al., 2008). 

Für die Stimulation wurden 100.000 Zellen in 5 ml Stimulationsmedium (Tab. 25) für 5 

Tage in einer 25 cm2 Flasche inkubiert. 

 

 

DMEM 4500 mg/l Glukose 60% 12 ml 

DMEM / F12 (1 : 1) 30% 6 ml 

k.o. Serum replacement 10% 2 ml 

All-trans-Retinsäure 10 µM 2 µl (von 10 mM Lsg.) 

Nikotinamid 5 mM 0,1 ml (von 1 M Lsg.) 

Activin A 10 ng / ml 8 µl (von 25 µg / ml Lsg.) 

bFGF10 10 ng / ml 20 µl (von 10 µg / ml Lsg.) 

P/S 1% 0,2 ml 

Tabelle 25: Stimulationsmedium mit Retinsäure 
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3.2.14 Differenzierungsansätze 

3.2.14.1 Differenzierung der Haarfollikelstammzelle n in Osteoblasten 

Ein Beweis für die Multipotenz von Zellen ist ihre Fähigkeit zur Differenzierung in 

einen anderen Zelltyp. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Potential der isolierten 

Haarfollikelstammzellen untersucht, in Osteoblasten, Adipozyten, glatte Muskulatur 

und Neuronen zu differenzieren. Für die Osteoblastendifferenzierung wurden 7.500 

bis 15.000 Zellen pro cm ² in einer 6-Wellplatte in Medium 2 ausgesät. Die Zellen 

adhärierten an den Wells über Nacht im Inkubator bei 37°C und wurden nach 

Entfernung des alten Mediums für 14 Tage im Differenzierungsmedium gehalten. Es 

wurden auch Kontrollzellen ausplattiert, die kein Differenzierungsmedium erhielten 

und damit als Negativkontrolle für die Osteoblastenfärbung dienten. 

Das Medium (Tab. 26) wurde zweimal pro Woche gewechselt. Zum Nachweis der 

Differenzierung wurde die von-Kossa-Färbung durchgeführt (Popp et al., 2007). 

Mittels dieser Methode werden Kalziumsalze gefärbt. Hierfür wird Silbernitrat 

eingesetzt, da das intrazelluläre Kalzium gegen Silberionen ausgetauscht werden 

kann. Die Silberionen werden durch Inkubation unter UV-Licht zu metallischem Silber 

reduziert und sind anschließend als braune bis schwarze Pigmentierung erkennbar. 

Die Färbung wurde folgendermaßen durchgeführt: Nach dem Absaugen des 

Zellkulturmediums aus den 6-Wellplatten wurden die Zellen einmal mit PBS 

gewaschen. Anschließend fand die Fixation der Zellen auf der Wellplatte statt: 15 

Minuten Inkubation bei Raumtemperatur mittels Formalin (10 %) in PBS. Danach 

wurden die Wells dreimal gründlich mit Aqua dest. gewaschen, um Salze zu 

entfernen. Nun wurde eine 5-prozentige Silber-Nitrat-Lösung zugegeben und 30 

Minuten bei RT unter UV-Licht inkubiert. Es erfolgten drei Waschgänge mit Aqua 

dest. Pyrogallol (1 %) wurde auf die Zellen aufgebracht und 5 Minuten bei RT 

inkubiert. Danach erfolgte ein Waschgang mit Natriumthiosulfat (5 %). Zum Schluss 

wurden die Wells noch zweimal mit Aqua dest. gewaschen. Das Ergebnis der 

Färbung wurde per Foto dokumentiert. 
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DMEM 1000 mg / l Glucose 60% 5 ml 

FCS 10% 600 µl 

P/S 1% 60 µl 

Dexamethason 100 µM 9,6 µl 

Ascorbic acid 0,3 mM 18 µl 

Beta-Glycerolphosphat 10 mM 60 µl 

Tabelle 26: Medium der Osteoblastendifferenzierung 

 

 

3.2.14.2 Differenzierung der Haarfollikelstammzelle n in Adipozyten 

Für die Adipozytendifferenzierung wurden 7.500 bis 15.000 Zellen pro cm ² in einer 6-

Wellplatte in Medium 2 ausgesät. Die Zellen wuchsen über Nacht im Inkubator bei 37 

°C auf den Wellplatten an und wurden nach Entfernun g des alten Mediums für 14 

Tage in ein Differenzierungsmedium gegeben. Es wurden zusätzlich Kontrollzellen 

ausplattiert, die kein Differenzierungsmedium erhielten und damit als 

Negativkontrolle für die Adipozytenfärbung dienten. 

Das Medium (Tab. 27) wurde zweimal pro Woche gewechselt. Zum Nachweis der 

Differenzierung wurde die Oil-Red-Färbung durchgeführt (Janderová et al., 2003). 

Nach dem Absaugen des Zellkulturmediums aus den 6-Wellplatten wurden die Zellen 

einmal mit PBS gewaschen. Anschließend fand die Fixation der Zellen auf den 

Wellplatten statt: 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur mittels Formalin (10 %) 

in PBS. Das Formalin wurde abgesaugt, durch frisches Formalin (10 %) ersetzt und 

für 1 Stunde bei RT inkubiert. Während der Inkubationszeit wurde die Oil Red 

Working Solution vorbereitet: 3 Teile Oil Red Stock Solution wurden mit 2 Teilen 

Aqua dest. gemischt, bei RT 20 Minuten inkubiert und anschließend durch ein 20 µm 

Sterilfilter filtriert. 

Nach dem Absaugen des Formalins wurden die Wells einmal mit Isopropanol (60 %) 

gewaschen. Das Isopropanol wurde vollständig aus den Wells entfernt; anschließend 

wurden die Wells luftgetrocknet. Nun wurde die Oil Red Working Solution zugegeben 

und bei RT für 2 Stunden inkubiert. Daraufhin wurde die Oil Red Working Solution 

entfernt und es erfolgten zwei Waschgänge mit Aqua dest. Danach wurde 

Isopropanol hinzugefügt und genau 30 Sekunden lang unter leichtem Schütteln 

inkubiert. Zuletzt wurden die Wells dreimal mit Aqua dest. gereinigt. Das Ergebnis 

der Färbung wurde per Foto dokumentiert. 
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DMEM 4500 mg/l Glukose 86,6% 5,2 ml 

FCS 10% 600 µl 

P/S 1% 60 µl 

Isobutylmethylxanthin (= IBMX) 10 mg / ml 60 µl 

Indomethacin 50 mM 24 µl 

Dexamethason 64 mM 93 µl 

Insulin 10 mg / ml 6 µl 

Tabelle 27: Medium der Adipozytendifferenzierung 

 

 

3.2.14.3 Differenzierung der Haarfollikelstammzelle n in glatte Muskelzellen 

Zum Nachweis der Differenzierung in glatte Muskelzellen wurden die Zellen hBSC 37 

P9 auf mit Matrigel (0,1%) beschichteten Culture Slides ausgesät und in TGF-ß-

haltigem Medium nach einem Protokoll der Arbeitsgruppe Yu für 14 Tage kultiviert 

(Yu et al., 2006). Als Nachweis für die Differenzierung wurde eine 

immunhistologische Färbung auf Desmin durchgeführt.  
 

DMEM 4500 mg/l Glucose 60% 6 ml 

DMEM F12 30% 4 µl 

FCS 10% 1 ml 

Non-Essential Amino Acids 1% 100 µl 

TGF-ß 10 µg / ml 10 µl 

P/S 10% 100 µl 

Tabelle 28: Medium für die Differenzierung in glatt e Muskelzellen  

 

3.2.14.4 Differenzierung der Haarfollikelstammzelle n in Neuronen 

Für die Differenzierung in Neuronen wurden die Culture Slides zunächst mit Poly-L-

Lysin und Laminin doppelbeschichtet. Die Zellen hBSC 37 P9 wurden über Nacht auf 

Low-Adhärenzplatten inkubiert, so dass sich Zellcluster bilden konnten. 

Anschließend wurden 5 - 6 Zellcluster pro Well überführt und in Neuronen-

Differenzierungsmedium (Hunt et al., 2008) für 14 Tage inkubiert. Als Nachweis für 

die Differenzierung wurde eine immunhistologische Färbung auf Tubulin ßIII, 

Neurofilament 200 und Synaptophysin durchgeführt.  
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DMEM 4500 mg/l Glucose 60% 6 ml 

DMEM F12 30% 4 µl 

FCS 1% 100 µl 

bFGF 40 µg / ml 10 µl 

NGF 10 µg / ml  10 µl 

BDNF 10 µg / ml 10 µl 

NT3 10 µg / ml 10 µl 

Retinsäure 6 µg / ml 10 µl 

P/S 10% 100 µl 

Tabelle 29: Medienzusammensetzung für die Differenz ierung in Neuronen 

 
 

3.2.15 Analyse der Zellkulturüberstände mittels EIA  

Um die Ergebnisse des Stimulationsansatzes mit Forskolin zusätzlich zur PCR-

Analyse zu überprüfen, wurde ein Enzym-gekoppelter Immunadsorptionstest (EIA) 

auf Somatostatin durchgeführt (Firma Peninsula Laboratories). 

Der EIA bezeichnet ein immunologisches Nachweisverfahren, das auf einer 

enzymatischen Farbreaktion basiert. Mit Hilfe des EIA können Proteine und Peptide 

in einer Probe quantitativ nachgewiesen werden. Man nutzt die Eigenschaft 

spezifischer Antikörper, die an das nachzuweisende Antigen binden. Antikörper oder 

Antigen werden zuvor mit einem Enzym markiert. Die durch das Enzym katalysierte 

Reaktion zeigt das Vorhandensein des Antigens an. Das Substrat wird vom Enzym 

umgesetzt und das Reaktionsprodukt wird durch Farbumschlag und Messung der 

optischen Dichte nachgewiesen. Die Signalstärke ist eine Funktion der 

Antigenkonzentration, so dass der EIA für quantitative Nachweise verwendet werden 

kann.  

Der EIA wurde nach der Anleitung des Kits der Firma Peninsula Laboratories 

durchgeführt. Dazu wurde der Stimulationsansatz mit Forskolin wiederholt und die 

Überstände der Zellkulturflaschen nach 2 und 5 Tagen abgenommen. Die 

Überstände wurden als Proben im EIA verwendet. Als Negativkontrollen wurden 

reine Zellkulturmedien verwendet. 

Der Versuchsansatz erfolgte nach Protokoll 3 des Somatostatin-EIA-Handbuchs. Als 

erstes wurden in jedes Well der 96-Well-Platte 50 µl des Standards bzw. der Probe 

und 25 µl Antiserum gegeben. In die Blank-Wells wurde nur Pufferlösung überführt, 

damit nach erfolgter Messung die Extinktion der Pufferlösung vom Ergebnis der 
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Proben abgezogen werden konnte. Die Platte wurde anschließend für eine Stunde 

bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden jeweils 25 µl des Bt-Tracers pro Well 

aufgetragen. Es folgte eine Inkubationszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur. Die 

EIA-Platte wurde nun fünfmal mit jeweils 300 µl EIA-Puffer pro Well gewaschen. 

Nach der Behandlung mit 100 µl Streptavidin-HRP pro Well wurde die EIA-Platte 

erneut für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Wie oben beschrieben, wurde 

die Platte anschließend fünfmal mit EIA-Puffer gewaschen. Danach wurde auf alle 

Wells jeweils 100 µl der TMB-Lösung gegeben, woraufhin eine letzte Inkubation für 

eine Stunde bei Raumtemperatur folgte. Die Reaktion wurde durch die Hinzugabe 

von 100 µl 2N HCl pro Well beendet. Innerhalb von 10 Minuten wurde die Absorption 

bei 450 nm am Photometer gemessen. 

 

 

3.3 Statistik 

Die Ergebnisse wurden mit dem ungepaarten t-Test für unabhängige Stichproben 

analysiert. Unterschiede mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit (p-Wert) von < 0,05 

wurden als signifikant gewertet. Die Auswertung erfolgte mit der Software GraphPad 

Prism Version 3.0. 

 

 

 

 

 

 

 



 62

4 Ergebnisse 

4.1 Isolation und Expansion der Haarfollikelstammze llen 

4.1.1 Verdau der Haarfollikel mit Enzymen 

Zu Beginn der Arbeit wurde von verschiedenen Probanden Körperbehaarung 

(Kopfhaar, Augenbrauen, Barthaare, Behaarung der Extremitäten) mittels einer 

unsterilen Pinzette epiliert. 

 

 

                             

  

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 8: Zupfen von Haarfollikeln                                                         

 

Die gezupften Haare wurden mit Hilfe von verschiedenen Enzymlösungen angedaut, 

um die Haarfollikelstammzellen von den Haarfollikeln abzulösen. Eine getestete 

Methode war der Verdau durch Trypsin für 2, 4, oder 8 Minuten. Danach wurden die 

Haare jeweils für die gleiche Zeit mit Versenelösung inkubiert, um die Zellen der 

Wurzelscheiden vom Haarschaft zu lösen. Für die untersuchten Zeiten konnte kein 

Unterschied bezüglich der Zellausbeute beobachtet werden. Um die Zellen nicht 

unnötig zu belasten, wurde im weiteren Verlauf eine Dauer von je 4 Minuten pro 

Verdau festgelegt. 

Zum Vergleich sind auch alternative Isolationsversuche durchgeführt worden. Bei 

zehn Versuchen sind Haare gezupft und mit Dispase behandelt worden. Ein weiterer 

Verdau der Haare durch Trypsin fand nicht statt. In der anschließenden 
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Zentrifugation wurde die relative Zentrifugationsbeschleunigung zwischen 145 g bis 

288 g variiert. Die größte Ausbeute an Zellen ergab sich bei 288 g. 

 

 

  

                                   

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

Abbildung 9: Gezupftes Haar nach Dispaseverdau (A),  gezupftes Haar nach Trypsinverdau (B), 
isolierte Zellen mit Zelldetritus direkt nach dem A usplattieren auf die Zellkulturplatte (C) 

 

Bei fünf weiteren Versuchen sind die Haare gezupft und ohne Verwendung von 

Enzymen auf 6-Wellplatten gegeben worden. Diese Art der Isolation ergab stets eine 

geringe Zellausbeute und wurde daher nicht mehr durchgeführt. Bei vier Versuchen 

erfolgte lediglich ein Verdau durch Trypsin ohne Verwendung von Dispase. Auch 

diese Art der Isolation führte zu einer geringen Zellausbeute. 

In einem alternativen Ansatz wurden frisch gezupfte Haare an der Follikelregion mit 

einem sterilen Einmalskalpell abgeschabt, so dass die Zellen der Wurzelscheide 

entfernt werden konnten. Nach einer Behandlung mit Versene bzw. Trypsin wurden 

die Haare zentrifugiert und anschließend mit dem Zellpellet auf ein mit Kollagen 

beschichtetes Well gegeben. Nach 35 verschiedenen Versuchen war die Zellisolation 

gelungen. Die Zellen adhärierten jedoch nicht am Boden der Wells und proliferierten 

auch nach 2 Monaten in den getesteten Medien nicht. Eine Zellproliferation ohne 

Adhäsion konnte ebenfalls nicht beobachtet werden. 

A
ff

B
ff

C
ff
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4.1.2 Verdau von Kopfhautgewebe mittels Enzymen 

Da der Verdau der aus der Kopfhaut gezupften Haarfollikel ohne Erfolg blieb, wurde 

der direkte Verdau von Kopfhautgewebeproben getestet. Die Proben stammten von 

Probanden, die sich einer Operation im Bereich der behaarten Kopfhaut unterziehen 

mussten. Es handelte sich dabei um sehr kleine Gewebeproben (ca. 3 x 5 mm²), die 

in Dispase bzw. Kollagenase für 2 bzw. 24 Stunden eingelegt wurden (hBSC 36 bis 

hBSC 42). Pro Gewebestück wurden ungefähr 5 Haare mittels einer sterilen Pinzette 

epiliert. Nach einem Waschgang und einer Zentrifugation wurden die Haare mit 

Zellpellet in Zellkulturmedien überführt und die Adhäsion wie auch die 

Zellproliferation täglich untersucht. Nach 5 bis 6 Tagen zeigten die im Medium 

schwimmenden Haarfollikel eine Zellproliferation im Bereich der Bulgeregion.  

Nach einem Waschgang und einer Zentrifugation wurden die Haare mit Zellpellet in 

Zellkulturmedien überführt und die Adhäsion wie auch die Zellproliferation täglich 

untersucht.  

 

 

 4.1.3 Kulturbedingungen 

Innerhalb dieser Arbeit wurden mehrere Kulturmedien getestet, die von anderen 

Forschergruppen beschrieben worden waren. In einigen Arbeiten wurden für 

embryonale Stammzellen der Maus Kulturbedingungen für die endokrine 

Differenzierung beschrieben. Häufig lassen sich jedoch Kulturbedingungen der 

murinen Zellen nicht auf die Ansprüche humaner adulter Stammzellen übertragen, 

weshalb einige beschriebene Medien oder auch Zellisolationsmethoden angepasst 

werden mussten. 

Die mit Enzymen vorbehandelten Haarfollikel und die isolierten 

Haarfollikelstammzellen wurden auf 6-Wellplatten ausgesät und in verschiedenen 

Kulturmedien angezüchtet (Tab. 3 - 9). Danach wurde die Zellproliferation jeden Tag 

unter dem Stereomikroskop beurteilt. Unter verschiedenen Kulturbedingungen 

wiesen die Zellen verschiedene Morphologien auf. In den ersten Tagen stellte sich 

ein polymorphes Zellbild dar (Abb. 10A-C). Es fanden sich Zellen in spindeliger 

Form. Aber auch Zellen mit multiplen Zellfortsätzen, die an Neuronen erinnerten, 

konnten beobachtet werden. Zudem variierte die Zellgröße innerhalb der 

verschiedenen Zellmorphologien. 
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Neben dem Einsatz verschiedener Kulturmedien wurden alternative Beschichtungen 

der Zellkulturplatten getestet. Nachdem sich unter der Beschichtung mit Fibronectin, 

Kollagen, Gelatine, Poly-L-Lysin und Poly-L-Arginin keine erhöhte Zellausbeute und -

proliferationsrate und auch keine anderen Zelltypen zeigten, wurde von einer 

Vorbehandlung der Kulturplatten abgesehen. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Phänotyp der aus der Haarfollikelregi on herausgewachsenen Zellen nach der 
Subkultivierung in der ersten Passage: neuronenarti ge Ausläufer (A), Population spindelartiger 
Zellen (B), fibroblastenartige Zellmorphologie (C) 

 

Die höchste Zellproliferation war dabei im Zellkulturmedium 2 nachzuweisen. 

Deshalb wurde im weiteren Verlauf ausschließlich dieses Medium für die Zellkultur 

verwendet. Im Medium 2 zeigten die im Medium schwimmenden Haarfollikel eine 

Zellproliferation im Bereich der Bulgeregion (Abb. 11A, 11B). Nach 4 bis 5 Tagen 

wiesen die Haarfollikel eine Adhäsion an der unbeschichteten Zellkulturplatte auf, die 

von den aus der Bulgeregion heraus wachsenden Zellen ausging (Abb. 11C). Um 

eine Kontamination durch Fibroblastenkulturen zu vermeiden, wurden adhärierte 

Zellen mittels einer sterilen Pipette aus der Bulgeregion gepickt und auf andere 

Zellkulturplatten gegeben. Die so gewonnen Zellen proliferierten weiterhin und 

begannen die Böden der 6-Wellplatte vollständig zu bedecken. Nach einer Woche 

konnten die Zellen von der 6-Wellplatte abgenommen und in eine kleine 

Zellkulturflasche (25 cm ²) überführt werden. Mit dieser Methode wurden die Zellen 

hBSC 37 bis hBSC 42 isoliert.  

Die hBSC 37 wurden in dieser Arbeit am umfassendsten untersucht. Die Zellen 

zeigten bis Passage 30 (letzte untersuchte Zellpassage) eine konstante 

Zellmorphologie. Direkt nach der Subklonierung wachsen die Zellen sehr schnell und 

zeigen eine spindelförmige Morphologie (Abb. 12A). Mit zunehmender Konfluenz ist 

eine eher eine rundliche Zellform zu beobachten (Abb. 12B).  

CBA CBA
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Abbildung 11: Haarfollikel im Zellkulturmedium (A),  adhärierter Haarfollikel (B), Zellen 
adhärieren ausgehend von der Bulgeregion (C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 12: Phänotyp der Haarfollikelzellen hBSC 37 am Tag 1 (A) und am Tag 10 (B) nach 
der Passagierung. Balken = 50µm 
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4.1.3 Proliferationsrate der Haarfollikelzellen 

Die Haarfollikelzellen wurden in drei Wells in Medium 2 gegeben und nach 3, 5 und 8 

Tagen unter dem Lichtmikroskop gezählt. Innerhalb von acht Tagen stieg die Zellzahl 

um den Faktor 7, d.h. von 1,3 x 106 Zellen / Well an Tag 0 auf 9,75 x 106  Zellen / 

Well an Tag 8. 

 

 

 

  

 

 

 

                              Abbildung 13: Die Pro liferationsrate der Zellen hBSC 37 P11 

 

4.1.4 Colony Forming Unit Assay 

Um das Potenzial der Zellen, Kolonien aus Einzelzellen zu bilden, zu testen, wurde 

ein CFU-Assay durchgeführt (Abb. 14). Die CFU-Effektivität ergibt sich aus dem 

prozentualen Anteil der Zellen, die Kolonien bilden, in Bezug zur ausgesäten 

Zellzahl. Die Koloniebildungseffektivität der hBSC Zellen lag bei 28% +/-3% (n = 4 

unabhängige Versuche). Damit konnte neben einer hohen Regenerationsrate auch 

die Koloniebildung als wichtige Stammzell-assoziierte Fähigkeit nachgewiesen 

werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

               Abbildung 14: Colony Forming Unit Assay: Nachweis d er Koloniebildung 

Wachstumskurve hBSC 37, P11
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4.2 Analyse der  basalen Gen- und Proteinexpression   

4.2.1 Typische Marker der Haarfollikelstammzellen 

Um genau zu definieren, welche Marker von den isolierten Haarfollikelzellen unter 

basalen Bedingungen exprimiert werden, wurde eine FACS-Analyse durchgeführt. 

Neben dem spezifischen Antikörper (Fläche unter der Kurve ist rot) wurde jeweils ein 

Isotypantikörper (Fläche unter der Kurve ist farblos) als Negativkontrolle mit 

untersucht. Wenn nur eine rot unterlegte Kurve zu sehen ist, fallen spezifischer 

Antikörper und Isotyp zusammen. 

Die in der vorliegenden Arbeit isolierten Zelllinien waren negativ für hämatopoetische 

Stammzellmarker CD34, CD117, CD133 und CD200, von denen einige auch bei 

Stammzellen des Haarfollikels (CD34, CD200) beschrieben worden waren (Abb. 15). 

Laut Ohyama sind die Marker CD59 und CD200 in humanen Wulstzellen 

hochreguliert, während CD24, CD34 und CD71 herunter reguliert sind (Ohyama und 

William, 2007). CD59 wird als einziger Marker von den vorliegenden Zellen 

exprimiert. Marker für Leukozyten (CD45), und endotheliale Zellen (CD31) waren 

ebenfalls nicht nachweisbar.  

Es wurde außerdem die Expression einiger Integrine untersucht. Integrine gehören 

zu einer großen Familie von Rezeptorproteinen, die vor allem an der Interaktion von 

Zellen mit der extrazellulären Matrix beteiligt sind und die u.a. extrazelluläre Signale 

an das Zytoskelett der Zelle weitergeben. Sie stellen heterodimere Proteine aus zwei 

nicht-kovalent verbundenen Glykoproteinketten, einer α- und einer β-Untereinheit, 

dar. Beide Untereinheiten durchspannen die Zytoplasmamembran. Bestimmte 

Integrine sind in der Literatur als charakteristisch für Haarfollikelstammzellen 

beschrieben worden. 

CD 29 und CD 49f wurden von Morris in murinen Haarfollikelstammzellen 

nachgewiesen (Morris et al., 2004). Beide Marker waren in den untersuchten 

Zelllinien negativ bzw. extrem schwach nachweisbar (CD 29). Allerdings konnte CD 

49b (Integrin α2) und CD 44 (HCAM) detektiert werden. CD 56 (NCAM) war auf der 

Zelloberfläche nicht nachweisbar (Abb. 15). 

 

 

 

 



 69

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Abbildung 15: FACS-Ergebnisse der Marker für Haarfo llikelstammzellen. Neben dem 
spezifischen Antikörper (Fläche unter der Kurve ist  rot) ist jeweils ein Isotypantikörper (Fläche 
unter der Kurve ist farblos) dargestellt. 

 
 

4.2.2 Marker embryonaler und adulter pluripotenter Stammzellen 

Die hBSC Zellen wurden auf Marker untersucht, die in embryonalen Stammzellen 

(Oct4, SSEA1, SSEA4), Stammzellen/adulten Progenitorzellen aus dem Pankreas 

(BCRP1, Sox 2), dem Gehirn (Sox 1, Sox 2, Sox 17, Nestin) und dem Muskelgewebe 

(BCRP1) exprimiert werden. 

In den folgenden Abbildungen ist für jede PCR eine Positivkontrolle zusammen mit 

der getesteten Zelllinie aufgetragen. Dabei wurde jede Probe mit und ohne Reverse 

Transkription (-RT) untersucht. Auf diese Art kann eine Kontamination der RNA mit 

genomischer DNA ausgeschlossen werden. In der PCR konnte Oct4, BCRP1, Sox2 

und Nestin nachgewiesen werden (Abb. 16 und 17). SSEA1, SSEA4, Sox 1 und Sox 

17 waren negativ (Abb. 16 und 17). Zur Bestätigung der Oct4-Expression wurden die 
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hBSC37 Zellen auf Culture Slides kultiviert und in der Immunhistologie untersucht. In 

Abb. 18 ist der deutliche immunhistologische Oct4-Nachweis dargestellt. 

Zusätzlich wurden die Zellen mit Hilfe der Immunhistologie auf Nestin untersucht 

(Abb. 19). Auch hier konnte die starke Nestinexpression bestätigt werden. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Abbildung 16: Analyse embryonaler Marker. Oben: FAC S Analyse nach Färbung mit anti-
SSEA1 und SSEA4 Antikörpern. Neben dem spezifischen  Antikörper (Fläche unter der Kurve 
ist grau) ist jeweils ein Isotypantikörper (Fläche unter der Kurve ist farblos) dargestellt. Unten: 
Nachweis von Oct4 mittels PCR. Pos.K = positive Kon trolle; -RT = PCR ohne reverse 
Transkription. 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 17: PCR-Analyse der Stammzellmarker BCRP1 , Sox 1, Sox 2, Sox 17 und Nestin 
Pos.K = positive Kontrolle; -RT = PCR ohne reverse Transkription. 
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Abbildung 18: Färbung der hBSC 37 Zellen auf Oct 4 mit dem Goat-anti Oct4 Antikörper (A); 
Negativkontrolle: Färbung mit einem irrelevanten Go at-Antikörper (B). Balken = 100µm 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 19: Färbung der hBSC 37 Zellen mit einem monoklonalen Mouse anti-Nestin 
Antikörper (A) oder einem Isotypantikörper (B). Bal ken = 50 µm 

 
 

4.2.3 Expression von Zytokeratinen und Vimentin 

Zytokeratine sind charakteristische Marker für epitheliale Zellen, wobei das 

Zytokeratinmuster Rückschlüsse auf den Epitheltyp zulässt. Verschiedene 

Zytokeratine wurden in unterschiedlichen Stammzellpopulationen des Haarfollikels 

vorbeschrieben. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden deshalb 

immunhistologische Methoden zum Nachweis von Zytokeratinen eingesetzt und 

nachfolgend das Zytokeratinexpressionsmuster mit spezifischen monoklonalen 

Antikörpern zur Zellcharakterisierung untersucht. 

A BA B

BA BA
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Wie Abb. 20 zeigt, waren die hBSC positiv in der Pan-CK-Färbung und exprimierten 

sowohl CK18 als auch CK20. CK19 war jedoch negativ. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 20: Färbung der Zellen auf CK18 (A), CK19  (B), CK20 (C) und Pan CK (D); 
Negativkontrolle: Isotypantikörper (E). Balken = 10 0 µm 

 

Neben den in der Immunhistologie untersuchten Zytokeratinen CK18, CK19 und 

CK20 wurde die Expression von CK7 mittels PCR analysiert. CK7 wird in einfachen 

Epithelien exprimiert, ist aber auch in geringerem Maße in gastrointestinalen 

Epithelzellen vorhanden. Im Pankreas wird es in duktalen, nicht aber in azinären 

Zellen exprimiert (Pujal et al., 2009). In den hBSC37 Zellen wird CK7 nur sehr 

schwach exprimiert (Abb. 21). 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 21: PCR-Analyse von Zytokeratin 7 (CK 7) in den hBSC 37 Zellen   
Pos.K = positive Kontrolle; -RT = PCR ohne reverse Transkription. 
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Das Bindegewebe der Dermis und auch Anteile des Haarfollikels nehmen ihren 

Ursprung aus dem Mesoderm. Vimentin wird als Marker mesenchymaler Zellen 

angesehen (Savagner, 2010). Im Bereich des Haarfollikels wurde eine homogene 

Vimentinexpression beschrieben (Raposio et al., 2007). Vimentin war in den hBSC 

Zellen stark exprimiert. 

 
 
 
 
 
 
 

Abbildung 22: PCR-Analyse der Vimentinexpression in  hBSC 37 Zellen    
Pos.K = positive Kontrolle; -RT = PCR ohne reverse Transkription. 

 
 

4.2.4 Endokrine Progenitormarker und endokrine Mark er 

Unter normalen Expansionsbedingungen ohne Stimulation wurde die Expression der 

proendokrinen Transkriptionsfaktoren Beta-2, Nkx 6.1, Pdx-1, Isl-1, Hnf-4α und Hlx 

B9 in den hBSC 37 Zellen mittels PCR geprüft. Alle genannten Marker, sowie die 

Hormone Glukagon und Insulin waren negativ. Überraschenderweise wurde eine 

deutliche Expression von Somatostatin nachgewiesen (Abb. 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 23: PCR-Analyse der (pro)endokrinen Marke r in unstimulierten hBSC 37-Zellen 
Pos.K = positive Kontrolle; -RT = PCR ohne reverse Transkription 
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4.3 Analyse des Differenzierungspotentials 

4.3.1 Differenzierung in Osteoblasten  

Im Anschluss an den 14-tägigen Osteoklasten-Differenzierungsansatz wurde die 

von-Kossa-Färbung durchgeführt. Es zeigte sich keine Kalziumeinlagerung 

(Schwarzfärbung) in den gefärbten Zellen. Die Transdifferenzierung in Osteoblasten 

ist damit nicht gelungen (Abb. 24). 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 24: Bestimmung des Differenzierungspotent ials der Zellen hBSC 37 P4 mittels von-
Kossa-Färbung 

 

4.3.2 Differenzierung in Adipozyten  

Nach der 3-wöchigen Kultivierung der Haarfollikelstammzellen im 

Differenzierungsmedium wurde die Oil-Red-Färbung zur Detektion der 

transdifferenzierten Fettzellen verwendet. Es konnte nur in wenigen Zellen (< 5%) 

eine Fettspeicherung (rotgefärbte Vakuolen im Zellinneren) nachgewiesen werden 

(Abb. 25). 

 

 

 

 

 

Abbildung 25: Bestimmung des Differenzierungspotent ials der Zellen hBSC 37 P4 mittels Oil-
Red-Färbung: rot gefärbte Fettvakuolen innerhalb de s Zytoplasmas (A und B)  
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4.3.3 Differenzierung in Neuronen 

Die neuronale Differenzierungsfähigkeit wurde mit einem für neuronale 

Progenitorzellen etablierten Protokoll durchgeführt. Nach 14 Tagen erfolgte eine 

Färbung der Zellen hBSC 37 mit monoklonalen Antikörpern gegen Tubulin-βIII und 

Neurofilament-200, die beide stark positiv waren. Ein Teil der Zellen (ca. 20%) 

entwickelte während der Differenzierungsphase lange Dendriten-ähnliche Ausläufer. 

Die Expression von Synaptophysin erwies sich als negativ (Abb. 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 26: Immunhistologische Färbung der Zellen  hBSC 37 nach neuronaler 
Differenzierung. Bestimmung des Differenzierungspot entials der Zellen mittels Färbung mit 
einem anti-Tubulin ßIII (A), Anti-Neurofilament-200  (B), Anti-Synaptophysin-Antikörper (C) oder 
einem Isotypantikörper (D); Kernfärbung mit DAPI. B alken = 50 µm 

 
 
 

4.3.4 Differenzierung in glatte Muskelzellen 

Nach der Kultivierung der Zellen hBSC 37 im Medium mit TGF-ß für 14 Tage konnte 

eine deutliche Änderung des Phänotyps von einer länglichen Zellstruktur hin zu 

breiten, fast rechteckig geformten Zellen beobachtet werden. Mittels eines 
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monoklonalen Antikörpers wurde die Expression von Desmin nachgewiesen, einem 

Marker für glatte Muskelzellen (Paulin und Li; 2004) (Abb. 27). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

Abbildung 27: Immunhistologische Färbung der Zellli nie hBSC 37 nach 14 Tagen Inkubation in 
DMEM4500/F12 mit TGF-ß. Bestimmung des Differenzier ungspotentials der Zellen mittels 
Anfärbung mit anti-Desmin (A) oder einem Isotypanti körper (B); Kernfärbung mit DAPI. Balken 
= 50 µm 

 
 

4.3.5 Differenzierung in endokrine Zellen 

Da die hBSC Zellen einen epithelialen Phänotyp aufwiesen und eine Expression von 

Somatostatin nachgewiesen worden war, stellte sich die Frage, ob eine weitere 

Differenzierung in endokrine Zellen, wie z.B. insulinproduzierende Beta-Zellen, 

möglich ist. Die hBSC Zellen wurden deshalb mit verschiedenen Stimuli inkubiert, 

denen in der Literatur ein pro-endokriner Effekt zugeschrieben wird. Überprüft wurde 

jeweils die Expression der Transkriptionsfaktoren Beta-2, Nkx 6.1, Pdx-1, Isl-1, Hnf-

4α und Hlx B9 sowie der Hormone Glukagon, Insulin und Somatostatin. 

 

4.3.5.1 Stimulation mit Activin A und Exendin 4 

Es wurden zwei verschiedene Stimulationsansätze mit Activin A und Exendin 4 

durchgeführt: jeweils ein Ansatz unter Supplementierung mit Monothioglycerol oder 

mit Caspase Inhibitor VI. In diesen beiden Ansätzen konnte keine 

Transdifferenzierung in endokrine Zellen beobachtet werden. 

 

A BA B
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4.3.5.2 Stimulation mit DBZ 

Als nächstes wurde die Stimulation mit dem χ -Sekretase-Inhibitor DBZ durchgeführt. 

Dabei wurden die Zellen hBSC 37 P 7 und hBSC 37 P 15 verwendet. Die Stimulation 

erfolgte während 7 Tagen. Die Zellen wurden nach 3, 5 und 7 Tagen abgenommen 

und die cDNA isoliert. In den daraus gewonnenen Proben konnte weder die 

Expression der endokrinen Progenitormarker Beta-2, Nkx 6.1, Pdx-1, Isl-1, Hnf-4α 

und Hlx B9, noch der endokrinen Marker Glukagon, Insulin und Somatostatin 

nachgewiesen werden. 

 

4.3.5.3 Stimulation mit LIF, Monothioglycerol und P icolinsäure 

Auch die Verwendung von LIF (1000 U/ml) und Monothioglycerol als 

Stimulationsagentien bewirkten keine Expression von proendokrinen bzw. 

endokrinen Markern. In einem weiteren Versuchsansatz wurden die Zellen mit 

Picolinsäure behandelt. Es konnte nach Versuchsende keine Transdifferenzierung in 

endokrine Zellen beobachtet werden. 

 

4.3.5.4 Stimulation mit Retinsäure 

Die Stimulation mittels Retinsäure wurde in einem weiteren Ansatz erprobt. Durch 

Stimulation mit 10 µM Retinsäure für 5 Tage entwickelten die hBSC 37 Zellen eine 

Expression des proendokrinen Progenitormarkers Nkx 6.1. Hierdurch blieb die 

Expression von Somatostatin unbeeinflusst. Alle anderen proendokrinen bzw. 

endokrinen Marker veränderten sich in ihrer Expression nicht. 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 28: PCR-Analyse der Expression (pro)endok riner Marker nach Stimulation der hBSC 
37 Zellen mit 10 µM Retinsäure für 5 Tage. Pos.K = positive Kontrolle; -RT = PCR ohne reverse 
Transkription 
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4.3.5.5 Stimulation mit Forskolin 

In einem der abschließenden Versuche wurde Forskolin (10 µM) dem Kulturmedium 

für 5 Tage zugesetzt. Die morphologische Veränderung der kultivierten Zellen wurde 

unter dem Lichtmikroskop beobachtet. Das spindelförmige Zellbild der jungen, 

unstimulierten Passage wich einer breiteren, quaderförmigen Zellmorphologie nach 

der Kultivierung mit Forskolin. Auch in der PCR ließen sich Unterschiede zwischen 

den mit Forskolin stimulierten Zellen und der basalen Zellpopulation feststellen. Die 

proendokrinen Marker wurden unter der Stimulation mit Forskolin nicht exprimiert. 

Somatostatin wurde unter Forskolin im Gegensatz zur basalen Zellpopulation 

vermehrt exprimiert. Auf die Glukagon- und Insulinexpression hatte Forskolin keinen 

Einfluss. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Abbildung 29: Expression endokriner Marker nach Sti mulation der hBSC37 Zellen mit 10 µM 
Forskolin für 5 Tage. Bei gleichen Gapdh-Spiegeln w ird die Expression von Somatostatin 
gesteigert. Pos.K = positive Kontrolle; -RT = PCR o hne reverse Transkription. 
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4.4  Enzyme Immunoassay (EIA) auf Somatostatin 

In der PCR-Analyse wurde festgestellt, dass nach Stimulation der Haarfollikelzellen 

mit Forskolin die Expression von Somatostatin gegenüber der Expression in basalen 

Zellen erhöht ist. Zur Verifizierung dieses Ergebnisses wurde ein Somatostatin-EIA 

durchgeführt. Es wurden die Zellkulturüberstände von hBSC 37 Zellen, die in 

basalem Medium ohne Forskolin inkubiert wurden, verglichen mit den Überständen 

der Forskolin-stimulierten Zellen. Innerhalb des 5-tägigen Stimulationsansatzes mit 

10 µM Forskolin wurden nach Tag 2 und nach Tag 5 die Überstände aus den 

Zellkulturflaschen entnommen. Zur Kontrolle, ob die Zellkulturmedien allein schon 

Somatostatin enthalten, wurde je eine Mediumprobe im EIA getestet. In den Medien 

konnte keine Somatostatinkonzentration detektiert werden. Das Basismedium, zu 

dem Forskolin zugesetzt wurde, bestand aus X-Vivo oder aus Medium 2. Ohne 

Stimulation war eine sehr geringe Konzentration an Somatostatin im Überstand 

(0,010 ng / ml).  

 

 

 

       

Abbildung 30: Bestimmung der Somatostatinkonzentrat ion im Zellkulturüberstand von hBSC37 
Zellen in Abhängigkeit von der Stimulationsdauer. D ie Zellen wurden für 2 oder 5 Tage in 
Basalmedium (B und C) bzw. in einem X-Vivo-haltigen  Medium (D und E) mit 10 µM Forskolin 
stimuliert. Als Kontrolle wurden Zellen in Basalmed ium ohne Forskolin inkubiert (A). *p < 0,001 
versus unstimulierte Zellen.  

 

Im Überstand (Medium 2 + Forskolin) der stimulierten Zellen waren nach 2 Tagen 

0,177 ng / ml Somatostatin nachweisbar, während die Konzentration nach 5 Tagen 

nur Medium 
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mit 0,074 ng / ml wieder gesunken war (p < 0,001) (Abb. 31). Die Zellen, die in einem 

Medium aus X-Vivo mit 10 µM Forskolin inkubiert worden waren, wiesen nach zwei 

Tagen ebenfalls eine signifikant hohe Somatostatinkonzentration (0,149 ng / ml) auf 

(p < 0,001), die ebenfalls nach fünf Tagen (0,065 ng / ml) wieder deutlich abfiel. 

Diese Experimente zeigen, dass die hBSC37 Zellen die Fähigkeit besitzen 

immunoreaktives humanes Somatostatin zu produzieren, das stimulusabhängig 

sezerniert werden kann. 
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5 Diskussion 

 
Die Herstellung von ausgereiften Zellen und Geweben aus adulten Stammzellen wird 

in vielen Fachgebieten der Medizin als vielversprechender Ansatz für die autologe 

Zellersatztherapie angesehen. Es wird intensiv geforscht, welche Stammzellen in der 

Zukunft für den Ersatz geschädigter Gewebe im menschlichen Organismus 

einsetzbar sind. Einige Arbeitsgruppen beschäftigen sich mit der Isolation 

multipotenter Stammzellen aus humanen Haarfollikeln, ihrer Expansion und ihrer 

Transdifferenzierung. Verschiedene Ansätze zur Generierung von Haarfollikeln, 

Talgdrüsen und Epidermis ausgehend von Haarfollikelstammzellen wurden schon 

erarbeitet (Taylor et al., 2000; Oshima et al., 2001; Tumbar et al., 2004; Morris et al., 

2004). Auch das neuronale Potential der Haarfollikelstammzellen wurde mit der 

Differenzierung in Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten bewiesen (Amoh et 

al., 2005; Mignone et al., 2007). Daneben gingen aus Nestin-positiven Stammzellen 

aus der Wulstregion glatte Muskulatur und Adipozyten hervor (Mignone et al., 2007). 

Protokolle für die Herstellung von endokrinen Progenitorzellen aus humanen 

Haarfollikelstammzellen wurden bisher noch nicht erstellt. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Isolierungs- und die Kultivierungsbedingungen 

für die Expansion von Stammzellen aus dem humanen Haarfollikel im 

Stammzelllabor der Diabetologie etabliert. Es ist erstmals gelungen, Progenitorzellen 

zu isolieren und zu expandieren, die neben typischen Stammzellmarkern auch 

Charakteristika von epithelialen und neuroendokrinen Zellen der Haut aufweisen. Die 

Produktion und Sekretion von Somatostatin aus Progenitorzellen des Haarfollikels 

wurde bisher ebenfalls noch nicht beschrieben. Da die hBSCs multipotente 

Eigenschaften besitzen, stellen sie eine neue vielversprechende Quelle humaner 

adulter Stammzellen dar. 

 

 

Isolierung und Charakterisierung der hBSCs 

Der Ausgangspunkt der Experimente zur Isolierung und Expansion der Stammzellen 

waren Arbeiten über die Existenz adulter Stammzellen in der Bulge-Region des 

Haarfollikels. Ausgetestet wurden mehrere Medien, die für die Kultivierung von 

embryonalen Stammzellen, adulten Stammzellen aus dem Knochenmark, 
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pankreatischen Progenitorzellen und humanen bzw. murinen Haarfollikelstammzellen 

beschrieben worden waren (Taylor et al., 2000; Oshima et al., 2001; Tumbar et al., 

2004; Morris et al., 2004). Diese Basismedien wurden mit verschiedenen 

Wachstumsfaktoren mit und ohne FCS bzw. Serumersatzstoffen supplementiert. 

Nach langwierigen Untersuchungen erwies sich nach der Gewinnung der Haarfollikel 

durch Dispaseverdau die Kultivierung in dem von Zhang und Mitarbeitern 

beschriebenen Medium (basierend auf DMEM/F12 (3:1) mit 10 % FCS) als 

besonders erfolgreich (Zhang et al., 2006). Durch die zusätzliche Gabe von Insulin, 

Hydrocortison und EGF konnte ein besonders zufriedenstellendes Anwachsen der 

Zellen aus der Bulge-Region beobachtet werden. Dieses modifizierte Medium diente 

als Basismedium für die Langzeitkultivierung und die Differenzierungsansätze. 

Die Zellen (hBSCs), die nach unseren Beobachtungen wahrscheinlich aus der Bulge-

Region herauswachsen, konnten von verschiedenen Spendern in unabhängigen 

Experimenten erfolgreich isoliert werden. Nach der primären Isolierungsphase, in der 

meist eine gemischte Kultur von Zellen mit unterschiedlichem Phänotyp angezüchtet 

worden ist, wurde nach etwa der achten Passage ein stabiler Phänotyp beobachtet. 

Diese Zellen konnten bisher bereits bis zu 30 Passagen lang kultiviert werden.  

Im CFU Assay konnte die Fähigkeit, Kolonien aus Einzelzellen zu bilden, 

nachgewiesen werden. Aufgrund der hohen Proliferationsrate mit einer 

Verdopplungszeit von weniger als 3 Tagen kann berechnet werden, dass nach der 

primären Kultivierungsphase ab Passage 8 -10 innerhalb von 35 Tagen etwa 1 x 10⁹ 

Zellen gewonnen werden können. Diese Zellzahl liegt etwa in der Größenordnung, 

die für eine Inselzelltransplantation notwendig wäre (Shapiro et al., 2000; Flotte et al., 

2001). In Versuch 37 war die Isolation einer stabilen Haarfollikelstammzelllinie 

erstmalig gelungen. Da der Phänotyp der Zelllinie hBSC 37 charakteristisch für die 

auch in späteren Versuchen isolierten Stammzellen war und gut expandiert werden 

konnte, wurde diese Zelllinie ausgewählt, um eine detaillierte Zellcharakterisierung 

durchzuführen. 

 

Leider wurde bis heute kein Marker identifiziert, mit dem adulte humane Stammzellen 

klar identifiziert werden können. In den meisten Arbeiten wird deshalb eine 

Kombination aus Oberflächenmolekülen und zellentwicklungsabhängigen 

Transkriptionsfaktoren eingesetzt, um Progenitorzellen und Stammzellen zu 

subklassifizieren. Die hBSC 37 Zellen weisen mehrere typische Merkmale von 
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adulten Stammzellen auf. Neben den oben erwähnten Fähigkeiten, wie der 

Selbsterneuerung und der hohen Proliferationsrate, konnten mittels RT-PCR, FACS-

Analyse und Immunhistologie Markerprofile detektiert werden, die in mehreren 

Publikationen über Haarfollikel- und Hautstammzellen, Zellen der Bulge-Region oder 

adulte Stammzellen aus anderen humanen oder murinen Geweben beschrieben 

worden sind.  

 

In den hBSC 37 Zellen wurde eine starke Expression von Nestin und Oct4 in der 

PCR und der Immunhistologie detektiert. Nestin wurde in vielen Publikationen als 

Marker für multipotente Zellen bei neuronalen Stammzellen und Stammzellen der 

Neuralleiste (Neural Crest) verwendet, wurde aber auch in mesenchymalen und 

dermalen Stammzellen aus der Haut beschrieben (Toma et al., 2005; Lorenz et al., 

2008; Amoh et al., 2009; Sasahara et al., 2009). Die Nestinexpression ist bei adulten 

Geweben vor allem den Zonen der Zellregeneration vorbehalten. Mittels 

Immunhistochemie wurde eine Nestinexpression in der menschlichen Haut vor allem 

in mesenchymalen Zellen detektiert (Tiede et al., 2009). In immunzytochemischen 

Ansätzen war Nestin in den epidermalen Neural Crest Stammzellen aus dem 

Haarfollikel (Epi-NCSCs), den Stammzellen aus der dermalen Papille (SKPs, "skin-

derived precursors") und den mesenchymalen Stammzellen aus der Dermis 

nachweisbar (Sieber-Blum et al., 2004, Toma et al., 2005, Lorenz et al., 2008, 

Fernades et al., 2008). Es wurde gezeigt, dass Nestin in mesenchymalen 

Progenitorzellen nach einer Gewebsverletzung wieder exprimiert werden kann (Lin et 

al., 1995, Namiki und Tator, 1999, Wiese et al., 2004). Lorenz weist darauf hin, dass 

auch die Zellisolation einen Proliferationsreiz, ähnlich einer Gewebsverletzung, 

darstellen kann, was die Nestin-Expression in nicht-mesenchymalen Stammzellen in 

der Zellkultur erklären könnte (Lorenz et al., 2008).  

Oct4 ist ein Mitglied der POU-Domain-Transkriptionsfaktoren, das die 

Selbstregeneration und Pluripotenz vermittelt. Oct4 wird deshalb als typischer Marker 

für pluripotente embryonale Stammzellen verwendet (Boiani und Schöler, 2005; Yu 

et al., 2006). Es war deshalb zunächst überraschend, in den hBSC Zellen eine 

deutliche Expression von Oct4 nachzuweisen. Neuere Arbeiten weisen darauf hin, 

dass Oct4 und Nanog in vivo in der Haut und hier vor allem im Bereich des 

Haarfollikels lokalisiert sind (Tai et al., 2005; Yu et al., 2006; De Kock et al., 2009; 

Riekstina et al., 2009; Li et al., 2010). Es wird vermutet, dass die Oct4–positiven 
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Zellen der Haut pluripotente Stammzellen sind, aus denen sich Keratinozyten, 

Drüsenzellen, Melanoblasten und Merkelzellen entwickeln (Yu et al., 2006).  

Die Hypothese der Stammzellnatur der hBSCs wird zusätzlich unterstützt durch den 

positiven Nachweis von Sox2, einem Marker für Stammzellen neuroektodermalen 

Ursprungs und embryonale Stammzellen (Boiani und Schöler, 2005; Wegner und 

Stolt, 2005; Medeiros et al., 2009), und den Nachweis des ABC-Transporters 

BCRP1, einem Marker für Side Population Stammzellen im Knochenmark, Muskel, 

Testes und Pankreas (Huls et al., 2009).  

Interessanterweise exprimieren die hBSCs die oben genannten Marker Oct4 und 

Sox2, die zu den essentiellen Transkriptionsfaktoren induzierter pluripotenter 

Stammzellen (iPS-Zellen) gehören. Takahashi und Yamanaka konnten zeigen, dass 

durch die Kombination aus den vier Genen c-Myc, Klf-4, Oct-4 und Sox-2 die 

Reprogrammierung nicht-pluripotenter somatischer Zellen in einen pluripotenten 

Zustand möglich ist (Takahashi und Yamanaka, 2006; Yoshida und Yamanaka, 

2011). Induzierte pluripotente Stammzellen ähneln natürlichen Stammzellen in 

Morphologie, Wachstumseigenschaften und Stammzellmarkerexpression.  

 

SSEA-1 und SSEA-4, beides stadiumspezifische Marker für embryonale 

Stammzellen und embryonale Keimzellen, waren wie erwartet nicht detektierbar. 

Andere Stammzell-assoziierte Marker des hämatopoetischen Systems (CD34, 

CD117, CD133) (Alakel et al., 2009) und neuraler Stammzellen (CD133) waren auf 

den hBSCs nicht nachweisbar. CD34 und CD200 waren von einigen Arbeitsgruppen 

in immunhistologischen Untersuchungen als Marker der Stammzellregion des 

Haarfollikels beschrieben worden (Ohyama und William, 2007; Amoh et al., 2009; 

Sasahara et al., 2009). Die fehlende Expression in den hBSCs könnte darauf 

hindeuten, dass die Zellen einen anderen Ursprung haben oder in der Zellkultur die 

Expression dieses Markers verlieren. Der Verlust der CD34- und CD200-Expression 

durch die Kultivierung wurde bei humanen Haarfollikelstammzellen von der 

Arbeitsgruppe Inoue vorbeschrieben (Inoue et al., 2009). 

 

Für die weitere Charakterisierung der hBSCs wurden Marker getestet, die in vivo im 

Bereich der dermalen Papille und der Wulstregion des Haarfollikels detektiert worden 

sind und wahrscheinlich für die Aufrechterhaltung des Stammzellpools in 

Nischenregionen der Haut von Bedeutung sind. Unter diesen Markern werden die 
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Integrine β1 (CD29), α6 (CD49f), β2 (CD49b) und Adhäsionsmoleküle subsummiert, 

die für die Orientierung der Zellen in der Basalschicht bzw. der Basalmembran der 

Epidermis und für das Zellhoming wichtig sind (Morris et al., 2004; Morasso und 

Tomic-Canic, 2005). Einige Arbeitsgruppen haben α6-Integrin und ß1-Integrin 

verwendet, um eine Anreicherung von Stammzellen aus der Haut zu erzielen (Morris 

et al., 2004; Bickenbach und Grinnell, 2004; Morasso und Tomic-Canic, 2005; Roh et 

al., 2005; Watt et al., 2006; Zhang et al., 2006). Auf der Zelloberfläche der hBSC 37 

Zellen war eine schwache Expression des α6-Integrins (CD49f) detektierbar; (β1- 

und α2-Integrine, sowie der zusätzlich getestete Transferrin-Rezeptor CD71, waren 

nicht nachweisbar. CD71 wird als Marker proliferativ aktiver Zellen beschrieben (Li et 

al., 1998; Fathke et al., 2004). Unter den Adhäsionsmolekülen waren CD59 

(Protectin) und CD44 (HCAM), jedoch nicht CD24, CD31 (PCAM), CD34, CD45 oder 

CD56 (NCAM) detektierbar.  

 

Bei der Bewertung und Interpretation der Expressionsmuster muss kritisch darauf 

hingewiesen werden, dass die hBSC 37 Zellen keine auf Einzelzellebene klonierte 

Zelllinie darstellt und somit in der Zellkultur eine Mischung mit verschiedenen 

Zelltypen vorliegen könnte. Der stabile Phänotyp und insbesondere die homogene 

Färbung in den immunhistologischen Untersuchungen (CK18, CK20, Oct4 und 

Nestin in nahezu 100% der Zellen) sprechen jedoch stark gegen eine 

Mischpopulation. In aktuell laufenden Studien werden Einzelzellklone für die klonalen 

Analysen angezüchtet. Erste Ergebnisse bestätigen den hier für die Ausgangszellen 

(hBSC 37) beschriebenen Phänotyp. 

 

In der Zusammenschau des Expressionsprofils stellt sich folgende Frage: Welcher 

humanen Zellpopulation sind die hBSCs zuzuordnen?  

  

Die Zugehörigkeit zum hämatopoetischen Stammzellpool ist bei fehlender 

Expression von CD34, CD117 und CD133 unwahrscheinlich.  

Für die Differenzierung zwischen verschiedenen Stammzellpopulationen der Haut ist 

das Expressionsmuster an Zytokeratinen (CK) ausschlaggebend, da das 

Zytokeratinprofil Rückschlüsse auf das Reifungsstadium epithelialer Hautzellen 

zulässt. Epi-NCSCs aus der Haarpapille und der Wulstregion, SKPs und 

mesenchymale Stammzellen wurden von verschiedenen Arbeitsgruppen explizit als 
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Zytokeratin-negativ beschrieben, wohingegen epitheliale bzw. follikuläre 

Haarfollikelstammzellen, einige in der Bulge-Region lokalisierte Stammzellen (CK15, 

CK18, CK19, CK20), sowie Basalzellen der Epidermis (CK5, CK14) Zytokeratin-

positiv sind (Toma et al., 2001; Bickenbach und Grinnell, 2004; Hu et al., 2006; 

Lorenz et al., 2008; Aberdam et al., 2008). Merkelzellen der Epidermis exprimieren 

CK18, CK19 und CK20 (Eispert et al., 2009). 

In den hBSC 37 Zellen konnte mittels PCR bzw. mittels Immunhistologie eine starke 

CK18 und CK20 Expression nachgewiesen werden. Somit kann klar ausgeschlossen 

werden, dass die hBSCs EPI-NCSCs oder SKPs darstellen. Das Zytokeratinmuster 

lässt eine epidermale Stammzelle in der Bulge-Region vermuten. Einige 

Arbeitsgruppen bestätigen die starke Expression von Nestin und Sox2 durch 

Haarfollikelstammzellen der Wulstregion (Sasahara et al., 2009; Laga et al., 2010). 

Nestinpositive Zellen in der Wulstregion besitzen laut Yu die Fähigkeit, in Neuronen, 

glatte Muskeln, Gliazellen und Melanozyten zu transdifferenzieren. Die gleiche 

Arbeitsgruppe testete ihre isolierten humanen adulten Haarfollikelstammzellen 

postitiv auf Oct-4, einen Transkriptionsfaktor, der in die Selbsterneuerung von 

Stammzellen involviert ist und als intrinsischer Faktor für die Pluripotenz embryonaler 

Stammzellen gesehen wird (Yu et al., 2006). 

 

Aus der Literatur ist eine Zellpopulation in der Haut bekannt, die Charakteristika 

epithelialer und neuroektodermaler Zellen aufweist. Diese Zellen wurden erstmals 

1875 von dem Anatomen Friedrich Merkel als große, flache Zellen mit blassem 

Zellkern beschrieben, die häufig mit Nervenendigungen in der Epidermis in Kontakt 

stehen. Nachfolgend wurden diese Zellen als Merkelzellen bezeichnet. Es gibt zwei 

verschiedene Hypothesen über die Abstammung der Merkelzellen. Aufgrund der 

Expression von Zytokeratinen vermuten einige Arbeitsgruppen eine epidermale 

Herkunft (Eispert et al., 2009; Van Keymeulen et al., 2009; Morrison et al., 2009). 

Andere Arbeitsgruppen haben in einem transgenen Wnt1-Promotor-CRE-

Mausmodell mit Galaktosidasemarkierung von Neuralleistenzellen nachweisen 

können, dass alle Merkelzellen von der Neuralleiste abstammen (Szeder et al., 

2003). Widera identifizierte Merkelzellkomplexe als Nische der 

Neuralleistenstammzellen (Widera et al., 2009). Auch Boulais und Misery sind der 

Meinung, dass Merkelzellen eher postmitotischen neuronalen Zellen mit epidermaler 
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Lokalisation entsprechen, als epidermalen Zellen mit neuronalen Charakteristika 

(Boulais und Misery, 2007). 

Merkelzellen sind neuroendokrine Zellen, die zwischen den Basalzellen und im 

Haarfollikel im Bereich der äußeren Wurzelscheide und der Bulge-Region lokalisiert 

sind. Sie sind teilweise synaptisch mit Nerven verbunden und durch die Expression 

von CK18, CK19 und CK20 charakterisiert (Lacour et al., 1991; Fradette et al., 1995, 

Fradette et al., 2003; Eispert et al., 2009).  

Als sogenannte Merkel-Tastscheiben sind die Zellen als Mechanorezeptoren für die 

Oberflächensensibilität und das Vibrationsempfinden verantwortlich (Boulais und 

Misery, 2008; Maricich et al., 2009). In neuroendokrinen Granula werden von den 

Merkelzellen verschiedene Neuropeptide wie z.B. Calcitonin Gene-Related Peptide 

(CGRP), vasoaktives intestinales Peptid (VIP), Somatostatin, Met-Enkephalin 

gespeichert und sezerniert (Johansson und Nordlind, 1984; Johansson und Vaalasti, 

1987; Fantini und Johansson, 1995; Steinhoff et al., 2003; Tachibana und Nawa, 

2005; Lucarz und Brand, 2007; Boulais und Misery, 2007; Vockel et al., 2010). 

Es wird vermutet, dass die Merkelzellen eine wichtige Rolle bei der Regulation der 

Differenzierung der Epidermis, der Hautadnexen, sowie der Nerven und Blutgefäße 

spielen (Boulais und Misery, 2007; Lucarz und Brand, 2007, Van Keymeulen et al., 

2009). Merkelzellen können wahrscheinlich parakrine Stimuli auf 

Haarfollikelstammzellen während der Haarentwicklung ausüben. Sie könnten auch 

eine funktionelle Rolle in der Proliferation von ekkrinen Schweißdrüsen und 

Haarfollikeln in der sich entwickelnden Haut spielen. Merkelzellen, die in engem 

Kontakt zu Nervenfasern stehen, sezernieren möglicherweise endokrine Substanzen 

in Abhängigkeit von der Regulation durch autonome Nervenfasern (Halata, 1975; 

Ebara et al., 2002; Boulais und Misery, 2008). Eine enge anatomische Beziehung 

wurde außerdem zwischen Merkel- und Langerhanszellen in der Bulge-Region 

humaner Haarfollikel beobachtet (Taira et al., 2002; Halata et al., 2003). Durch die 

Sekretion von Neuropeptiden kann auch die Funktion von Keratinozyten, 

Langerhanszellen, Mastzellen, dermalen Endothelzellen und eingewanderten Zellen 

des Immunsystems direkt beeinflusst werden (Boulais und Misery, 2007). Durch 

Substanz P, Neurokinin A, POMC-Derivate, CGRP, VIP und Somatostatin kann unter 

anderem die Zellproliferation, die Zytokinproduktion oder die Aktivität von Zellen des 

Immunsystems moduliert werden (Payan et al., 1984; Slominski et al., 2001; 

Steinhoff et al., 2003). Misery bezeichnet Merkelzellen als Schlüsselzellen des 
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"neuroimmunokutanen Systems" (Misery, 1997; Boulais und Misery, 2008). 

Insgesamt werden diese Funktionen der Merkelzellen aber noch schlecht 

verstanden. 

 

Um die Hypothese zu prüfen, dass die hier isolierten hBSCs Merkelzellen oder 

Vorläuferzellen von Merkelzellen darstellen, wurde ein Panel von neuroendokrinen 

Markern getestet. Es fand sich eine basale Expression von Somatostatin, die durch 

Stimulation mit Forskolin deutlich gesteigert werden konnte. Die molekulare Signatur 

der hBSCs mit positivem Nachweis von Zytokeratinen und neuronalen 

Transkriptionsfaktoren (Sox2) ist ebenfalls gut mit Merkelzellprogenitorzellen oder 

Merkelzellen zu vereinbaren (Haeberle et al., 2004; Righi et al., 2006; Laga et al., 

2010). 

Bisher ist die Langzeitkultur von Merkelzellen über drei bis vier Wochen hinaus nicht 

gelungen (Kim und Holbrook, 2001; Fradette et al., 2003; Nagase et al., 2009). Nach 

etwa 2 Wochen geht die Expression von CK20 verloren und die Proliferationsrate 

nimmt ab (Boulais et al., 2009; Nagase et al., 2009). In der vorliegenden Studie 

wurde eine Methode entwickelt, humane Zellen aus der Wulstregion des Haares in 

der Zellkultur in großem Maßstab über mehr als 30 Passagen zu expandieren. 

Interessanterweise können die Zellen unter Bedingungen kultiviert werden, die für die 

Expansion von Stammzellen eingesetzt werden. Durch die Verfügbarkeit von 

Progenitorzellen mit einigen Eigenschaften von Merkelzellen eröffnen sich 

gegebenenfalls neue Möglichkeiten, Versuche zur Funktion und Regulation dieser 

bisher nur ansatzweise charakterisierten Zellpopulation durchzuführen. Ob die in der 

vorliegenden Studie isolierten Zellen tatsächlich Progenitorzellen von Merkelzellen 

darstellen, muss in weiteren Versuchen, z.B. nach Transplantation in NOD Scid 

Mäuse, geklärt werden. 

 

hBSC Zellen besitzen multipotente Eigenschaften  

Der Vergleich mit den bisher publizierten Daten zeigt, dass die hBSCs einen neuen 

Subtyp von epidermalen Progenitorzellen darstellen. Neben den Fähigkeiten der 

Koloniebildung und der Selbstregeneration stellt die Multipotenz ein weiteres 

wichtiges Kriterium für eine Stammzelle dar.  

Im zweiten Teil der Arbeit wurde deshalb die Ausreifung der hBSCs in 

mesenchymale Zellen (Adipozyten, Osteoblasten, glatte Muskelzellen), Neuronen 
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und endokrine Zellen untersucht. Nach der Kultivierung in einem 

Adipozytendifferenzierungsmedium konnte eine Fettspeicherung, d.h. rotgefärbte 

Vakuolen im Zellinneren, nur bei einzelnen Zellen (< 5%) nachgewiesen werden. In 

der von Kossa-Färbung fand sich kein Nachweis einer Mineralisierung von 

Knochenmatrix. Eine Generierung von Osteoblasten konnte somit nicht erzielt 

werden. Hingegen entwickelten sich die hBSCs nach der Kultivierung in einem 

Medium mit TGF-ß in glatte Muskelzellen (> 90% Desmin-positive Zellen). 

 

Für die Versuche zur Differenzierung der hBSCs in neuronale Zellen wurde ein 

Medium verwendet, welches für die Generierung von Neuronen aus Progenitorzellen 

des Gehirns und der Neuralleiste erfolgreich eingesetzt worden ist (Hunt et al., 

2008). Nach 15 - 21 Tagen konnte eine starke Expression von Tubulin-ß-III und 

Neurofilament 200 in über 90% der Zellen detektiert werden. Beide Marker sind 

spezifisch für ausgereifte Neuronen des zentralen und peripheren Nervensystems 

und belegen somit die neurogene Differenzierungsfähigkeit der hBSCs. 

 

Das Transdifferenzierungspotential der hBSCs in endokrine Zellen wurde in 

mehreren Differenzierungsansätzen untersucht, in denen der γ-Sekretase-Inhibitor 

DBZ, LIF, Picolinsäure, Activin A, Exendin 4, Monothioglycerol und Caspase Inhibitor 

VI verwendet wurden. Diese Faktoren wurden von einigen Arbeitsgruppen für die 

Ausreifung von embryonalen und adulten Stammzellen in Insulin-positive Zellen 

eingesetzt (Mashima et al., 1996; Movassat et al., 2002; Ku et al., 2004; Li et al., 

2004; Milano et al., 2004; Shen et al., 2007; Wu et al., 2007). Unter Verwendung der 

oben genannten Faktoren konnte keine Expression proendokriner bzw. endokriner 

Transkriptionsfaktoren nachgewiesen werden. Nach der Differenzierungsphase mit 

Retinsäure wurden dagegen eine schwache Expression des proendokrinen 

Progenitormarkers Nkx6.1 und die deutliche Expression von Somatostatin 

festgestellt. Nach Aktivierung des cAMP-Signaltransduktionsweges durch Forskolin 

waren die Induktion einer schwachen Nkx6.1-Expression und eine gesteigerte 

Somatostatinexpression ersichtlich. Die Somatostatinexpression und -sekretion 

konnte auf Proteinebene durch den Nachweis im Zellkulturüberstand mittels EIA 

bestätigt werden. Dieser Befund ist besonders hervorzuheben, da es somit in der 

vorliegenden Arbeit erstmals gelungen ist, humane Progenitorzellen zu isolieren, die 

das Repertoire für die Produktion und Sekretion von Peptidhormonen besitzen. Der 
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neuroendokrine Charakter der hBSCs ist insbesondere für die Diabetologie 

interessant, da hier intensiv nach autologen adulten Stammzellen für die 

Transdifferenzierung in Insulin-produzierende Betazellen gesucht wird. Die Testung 

der Expression zusätzlicher Transkriptionsfaktoren, die in Progenitorzellen oder 

reifen Betazellen exprimiert werden, war allerdings negativ. Auch die endokrinen 

Marker Glukagon und Insulin konnten nicht nachgewiesen werden.  

 

Die Versuche zur Induktion einer Differenzierung in ausgereifte Zellen waren 

konzipiert, um den Beweis zu erbringen, dass die hBSCs multipotente Eigenschaften 

besitzen. Dies ist durch den Nachweis eines mesodermalen (glatte Muskelzellen), 

ektodermalen (Neurone) und neuroendokrinen Phänotyps (Somatostatin) gelungen. 

In nachfolgenden Arbeiten müssen die multipotenten Eigenschaften noch detaillierter 

untersucht werden. Besonders interessant wären Versuche zur Differenzierung in 

Insulin-positive Zellen. Da die Transdifferenzierung von adulten Stammzellen jedoch 

einen höchst komplexen Prozess darstellt, der ein sequentielles Zusammenspiel 

verschiedenster endogener und exogener Faktoren benötigt, gingen diese Versuche 

über den Rahmen der hier vorliegenden Arbeit hinaus. Die Untersuchung des 

Potenzials der hBSCs für zelltherapeutische Ansätze bei neurodegenerativen oder 

endokrinen Erkrankungen bleibt ebenfalls nachfolgenden Arbeiten vorbehalten. 
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6 Zusammenfassung 

 

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die prinzipielle Fragestellung zu beantworten, 

ob Stammzellen aus humanen Haarfollikeln in ausreichender Menge expandiert 

werden können und inwieweit eine Differenzierung in neuroendokrine Zellen möglich 

ist. Es sollte eine Methode zur Isolierung und Langzeitkultivierung von 

Haarfollikelstammzellen etabliert und optimiert werden, um eine neue Quelle 

autologer adulter Stammzellen für zelltherapeutische Ansätze zu gewinnen.  

 

Durch Verwendung verschiedener Medien und Beschichtungsarten wurde ein 

Protokoll entwickelt, aus Dispase-verdauten Hautbiopsien Progenitorzellen zu 

isolieren. Die auf diese Weise expandierten Zellen wurden mit FACS-Analyse, RT-

PCR und Immunhistologie charakterisiert. Im letzten Teil der Arbeit wurde durch 

Zugabe von spezifischen Faktoren die Fähigkeit zur Differenzierung in 

unterschiedliche Zelltypen untersucht. 

Nach Austestung verschiedener Zellkulturbedingungen wurde eine neue Population 

von Zellen aus der Haarfollikelregion isoliert. Diese Zellen, die als hBSCs bezeichnet 

wurden, waren über mehr als 30 Passagen mit stabilem Phänotyp kultivierbar (Self-

Renewal). Zudem waren sie im Colony-Unit-Assay positiv und zeigten die Expression 

pluripotenter (Oct4) und multipotenter Stammzellmarker (Nestin, BCRP1, Sox2).  

Die molekulare Signatur der hBSCs zeigt einige Übereinstimmung mit Merkelzellen, 

neuroektodermalen Zellen der Haut, die eine Rolle als Mechanorezeptoren und 

neurosekretorische Zellen der Haut spielen.  

Unter Verwendung von etablierten Protokollen wurde die Fähigkeit der 

Differenzierung in Adipozyten, Osteoblasten, glatte Muskelzellen, Neuronen und 

endokrine Zellen untersucht. Der Nachweis der Entwicklung von glatten 

Muskelzellen, Neuronen und in eingeschränktem Maße auch Adipozyten belegt die 

Multipotenz der hBSCs. Darüber hinaus besitzen die hBSCs die Fähigkeit, 

stimulusabhängig Somatostatin zu exprimieren und zu sezernieren.  

Somit ist es erstmals gelungen, humane adulte Stammzellen/Progenitorzellen mit 

neuroendokrinen Eigenschaften zu isolieren. 

Zusammenfassend ist es in der vorliegenden Arbeit gelungen, eine Methode zu 

etablieren, mittels derer eine neue Population von humanen multipotenten 
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Stammzellen aus der Haarfollikelregion in Langzeitkultur expandiert werden konnte. 

Die Plastizität der hBSCs und insbesondere die Differenzierung in reife endokrine 

Zellen muss in weiteren Studien untersucht werden. 
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