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1.  Einleitung 

1.1.  Humane mesenchymale Stammzellen 

1.1.1.  Potential humaner mesenchymaler Stammzellen 

Das mögliche therapeutische Potential humaner mesenchymaler Stammzellen 

(hMSC) hat besonders in den letzen zwei Jahrzehnten ein enorm wachsendes Inte-

resse und eine Vielzahl von Studien und Untersuchungen auf allen Gebieten der kli-

nischen, biologischen und biotechnologischen Forschung hervorgerufen (Horwitz et 

al. 2005). Dabei wurden schon 1961 von Friedenstein aus dem Knochmark isolierte 

Zellen beschrieben, die ektop transplantiert zur Osteogenese befähigt waren 

(Friedenstein 1961). Eine genaue Definition der klassischerweise aus Knochenmark-

aspiraten gewonnenen mesenchymalen Stammzellen zu leisten ist aber nach dem 

aktuellen Stand der Forschung auch durch internationale Fachgesellschaften wie die 

International Society for Cellular Therapy (ISCT) nicht problem- und kompromisslos 

möglich (Raimondo et al. 2006, Dominici et al. 2006).  

HMSC sind multipotente, adulte Stammzellen, die die Möglichkeit zur unendlichen 

Zellvermehrung (Selbstreplikation) sowie die Fähigkeit zur Differenzierung in ver-

schiedene Gewebearten (Plastizität) mit einer festgelegten Richtung (Hierarchie) be-

sitzen (Baksh et al. 2004, Korbling et al. 2003, Pittenger et al. 1999). Multipotenz be-

deutet dabei, dass sich diese adulten Stammzellen im Gegensatz zur embryonalen 

Stammzelle nicht mehr in alle Gewebe- und Zellarten entwickeln können (Totipo-

tenz), aber durchaus eine keimblattübergreifende Differenzierung in andere als das 

mesenchymale Gewebe aufzeigen (Korbling et al. 2003, Jiang et al. 2002, Temple 

2001). Diese Differenzierungsfähigkeit in zumindest chondrogene, osteogene und 

adipogene Zelllinien wird auch in vitro als Stammzellkriterium gefordert (Raimondo et 

al. 2006, Schieker et al. 2004, Jaiswal et al. 2000, Bruder et al. 1998). Weiterhin wird 

der Zellpopulation der hMSC abverlangt, unter standardisierten Kulturbedingungen 

auf Plastikoberflächen zu adhärieren und bestimmte Marker in Form von Oberflä-

chenantigenen zu präsentieren bzw. andere nicht zu exprimieren (Dominici et al. 

2006, Otto et al. 2004, Colter et al. 2001, Dominici et al. 2001). Besonders auf letzte-

ren Punkt der Charakterisierung durch zelluläre Marker richtet sich das Hauptau-

genmerk der vorliegenden Arbeit. 
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Das hohe Potential humaner mesenchymaler Stammzellen wird besonders im Rah-

men von Anwendungen im Bereich des Tissue Engineerings augenscheinlich. D.h. 

durch die Kombination von Technologien und Konstrukten aus Ingenieurs- und 

Werkstoffwissenschaften mit lebenden Zellen eines Organismus unter Zugabe von 

biologischen Wachstumsfaktoren außerhalb des Zielgewebes, Gewebefunktion zu 

erschaffen, zu verbessern oder grundlegend zu erforschen (Vacanti et al. 1991). So 

ist es bisher gelungen, hMSC in eine Vielzahl von verschiedensten Gewebezelltypen 

zu differenzieren, wie z.B. in Adipozyten, Osteoblasten, Chondrozyten (Pittenger et 

al. 1999), kardiale und skelettale Myozyten (Lovell et al. 2004, Camargo et al. 2004), 

Tenozyten (Awad et al. 2003), Fibroblasten (Direkze et al. 2003), Perizyten (Shi et al. 

2003), Thymuszellen (Liechty et al. 2000), Hepatozyten (Narasimhan et al. 2006), 

Keratozyten, Pneumozyten (Krause et al. 2001), neuronale Gliazellen (Krabbe et al. 

2005) und Inselzellen des Pankreas (Ianus et al. 2003). Dabei ist die Gewinnung der 

Ausgangspopulation und ihre anschließende Kultivierung einfach und ohne ethische 

Bedenken. Die Isolation ist mit entsprechenden Standardprotokollen zur Aufreinigung 

und Auftrennung aus mehreren anerkannten Quellen gelungen. Diese beinhalten u.a. 

das Knochenmark als klassischen Entnahmeort, u.a. aber auch Fettgewebe, Periost, 

Synovia, Muskel, Haut, Nabelschnur, Lunge, Zahnpulpa und das zirkulierende Blut 

(Roufosse et al. 2004, Tuan et al. 2003, Shi et al. 2003, Romanov et al. 2003, Noth 

et al. 2002). Bei allen Hoffnungen und Forschungsbemühungen werden jedoch zahl-

reiche Anforderungen an in vivo Anwendung, wie z.B. der Einsatz von in vitro gene-

riertem vollständigen Knochen als Ersatz für langstreckige ossäre Defekte infolge 

Trauma, Infekt oder tumorassoziierter Substanzverluste auch in absehbarer Zeit 

noch nicht erfüllt werden. Als Grund für das Ausbleiben klinisch relevanter Anwen-

dungen trotz zahlreicher großer Fortschritte sind sicherlich unter anderen Schwierig-

keiten im Umgang mit hMSC bislang noch ungeklärte fundamentale Fragen zur defi-

nitiven Phänotypisierung der hMSC anzuführen. 
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Abb. 1 Plastizität humaner mesenchymaler Stammzellen (Caplan et al. 2001). Vereinfachte sche-
matische Darstellung einer schrittweisen Differentierung der mesenchymalen Stammzelle in 
spezialisierte Phänotypen. Die einzelnen Entwicklungswege sind entsprechend ihres jetzti-
gen Verständnisses von links nach rechts arrangiert. 

 

1.1.2.  Identifizierung und Charakterisierung 

Trotz der beträchtlichen Ansammlung an Studien, die sich mit der Beschreibung cha-

rakteristischer Eigenschaften und der Identifizierung von hMSC befassen, bleibt die 

definitiv spezifische Charakterisierung dieser adulten Stammzellen problematisch. 

Diese Unsicherheit in der Phänotypisierung schlägt sich auch in der Nomenklatur 

nieder, die von verschiedenen Arbeitsgruppen in den letzten Jahren für diesen 

Stammzelltypus verwendet wurde (Horwitz et al. 2005). Colony forming unit-

fibroblasts (CFU-F) (Castro-Malaspina et al. 1980), bone marrow stromal cells 

(BMSSC), stromal precursor cells (SPC) (Shi et al. 2002), multipotent adult progeni-

tor cells (MAPC) (Reyes et al. 2001) und marrow stromal cell (auch MSC) (Prockop 

1997) sind Beispiele unter vielen Bezeichnungen, die für mesenchymalen Stammzel-

len bisher angewendet wurden (Baksh et al. 2004). Dabei berücksichtigt jedoch keine 

dieser Bezeichnungen gleichermaßen den Ursprungsort und die biologischen Eigen-

schaften der Zellen. Um unter der Vielzahl an Fachbegriffen eine einheitliche No-
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menklatur zu schaffen legte aktuell die ISCT das Akronym MSC für mesenchymale 

Stammzellen als angestrebte Bezeichnung für die im vorangegangenen Abschnitt 

der Arbeit definierten Zellen fest (Horwitz et al. 2005). 

Das Hauptproblem der Identifizierung von hMSC ist und bleibt sicherlich das Fehlen 

eines spezifischen singulären Markers, wie er z.B. für die hämatopoetische Stamm-

zelle mit CD34 vorliegt (Raimondo et al. 2006, Javazon et al. 2004, Sekiya et al. 

2004, Derubeis et al. 2004, Madras et al. 2002, Bianco et al. 2000, Conget et al. 

1999, Pittenger et al. 1999). Daher wird der Stammzellnachweis in den meisten Stu-

dien bislang immer noch über die Differenzierbarkeit in verschiedene Gewebe er-

bracht (Raimondo et al. 2006, Jaiswal et al. 2000, Bruder et al. 1998). Zu berücksich-

tigen ist dabei allerdings, dass diese Untersuchungen immer nur exemplarisch für ei-

nen Teil der Population geführt werden und ausschließlich Aussagen a posteriori ge-

troffen werden können. Es wird nach der Differenzierung also angenommen, dass es 

sich bei der Ausgangspopulation um hMSC handelte und überträgt diese Annahme 

auf den restlichen Zellpool. 

Zusätzlich erschwert werden Charakterisierungsversuche durch die Tatsache, dass 

durch die gängigen Isolierungsverfahren durch Knochenmarkaspiration und an-

schließende Auftrennung der durch Zentrifugation entstandenen Dichtegradienten 

eine sehr inhomogene Primärkultur geschaffen wird (Javazon et al. 2004, Vogel et al. 

2003). Studien dieser primären Zellkulturen zeigen schon morphologisch heterogene 

Zellen verschiedener Größe und von spindelförmiger, polygonaler oder cuboidaler 

Architektur (Javazon et al. 2004, Smith et al. 2004, Colter et al. 2001). In Studien, die 

die unterschiedlichen Charakteristika der morphologisch verschieden konfigurierten 

MSC beschrieben, zeigten sich signifikante Unterschiede vor allem in der Proliferati-

onskapazität der verschiedenen Zellarten, so dass man eine Existenz von Subpopu-

lationen innerhalb dieses MSC Pools vermuten muß (Lee et al. 2006, Prockop et al. 

2001, Conget et al. 1999). In morphologisch orientierten Charakterisierungsversu-

chen wurden die Zellen in drei große Hauptgruppen eingeteilt. Neben den schon in 

frühen Versuchen mit hMSC überwiegend beobachteten spindelförmigen Zellen, 

wurden große, flache Zellen mit geringer Replikationsaktivität und eine weitere Frak-

tion von kleinen, um die 50µm im Durchmesser umfassenden Zellen, ausgemacht, 

die RS-Zellen genannt wurden. Dieses deskriptive Akronym steht für „rapidly selfre-

newing“ und beschreibt dabei den gesteigerten Zellzyklus (Sekiya et al. 2004, Pro-

ckop et al. 2001). Weiterhin wird für diese Zellen, die besonders in jungen Passagen 



Einleitung  10 

und bei geringer Kulturdichte zu beobachten sind ein erhöhtes Differenzierungspo-

tential in adipogene, osteogene und chondrogene Richtung postuliert, so dass einige 

Autoren von früheren Vorstufen dieser Zellen innerhalb der Gesamtpopulation aus-

gehen (Colter et al. 2001, Prockop et al. 2001). 

Ferner variiert in vergleichbaren Studien neben dem Isolierungsprotokoll der Ent-

nahmeort der MSC oder gar die Spezies (Yoshimura et al. 2007, Sammons et al. 

2004, De Ugarte et al. 2003). Nicht verwunderlich ist also dabei, dass diese unsyn-

chronisierten Untersuchungen auch zu ambivalenten und unterschiedlichen Aussa-

gen bezüglich des festgestellten Färbeverhaltens der hMSC führten und nur schwer 

vergleichbar sind.  

Bisherige molekularbiologische Analyseverfahren zur Phänotypisierung sind in zahl-

reicher Form beschrieben. Allerdings sind auch hier die Grundvoraussetzungen nicht 

immer vergleichbar, da sie häufig auf unterschiedlichen Stufen der Untersuchung von 

Proteinexpressionen arbeiten. Es stehen dabei z.B. RNA-Untersuchungen durch 

PCR-Analysen oder Proteinanalysen in FACS- bzw. immunzytochemischen Markie-

rungen gegenüber. Auch die vorausgehenden nötigen Behandlungen der Zellen sind 

in den Resultaten zu berücksichtigen. So werden im FACS lysierte oder nicht-lysierte 

Zellen in Suspension untersucht ohne den typischen Zellstoffwechsel nach Adhärenz 

auf Oberflächen zu zeigen oder in der PCR vor der Analyse synchronisiert, d.h. in ih-

ren Zellzyklen gleichgeschaltet. 

Um einen Überblick über die Gesamtpopulation in ihrem typischen in vitro Wachs-

tumsverhalten zu erhalten und in Ermangelung eines spezifischen Oberflächenmar-

kers, wurde in der vorliegenden Untersuchung daher die Mehrfachmarkierung von 

einzelnen adhärenten Zellen durch Immunfluoreszenzfärbungen gewählt. Bisher ist 

diese Methode auf hMSC nur selten beschrieben und lange Zeit nur als Zweifachfär-

bung und maximal als Vierfachfärbung mit eher uncharakteristischen Markern durch-

geführt worden (Schieker et al. 2004). 

1.1.3.  Verwendete Marker 

Eines der Hauptprobleme der Charakterisierung von MSC und der damit verbunde-

nen Auswahl von zellulären Markern ist die große Breite an in der Literatur beschrie-

benen Antigenen (Kassem 2004, Cancedda et al. 2003, Horwitz 2003). Daraus resul-

tieren häufig Unstimmigkeiten zwischen verschiedenen Arbeitsgruppen oder zwei-

deutige Ergebnisse (Dominici et al. 2006). Ein Standardnachweis bestimmter Antige-
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ne ist daher bislang nicht erreicht (Foster et al. 2005). Die Auswahl der in dieser Ar-

beit verwendeten zellulären Marker zielt primär auf die in der überwiegenden Litera-

tur als putative Stammzellmarker für MSC beschriebenen Antigene ab, um somit eine 

Abgrenzung zu Osteoblasten und Fibroblasten zu ermöglichen. Zum anderen zeigt 

sie Strukturproteine auf, die ein einfach zu lokalisierendes, z.B. extrazelluläres, und 

typisches Expressionsmuster zeigen, um eine Differenzierung zu den übrigen Anti-

genen sicher gewährleisten zu können. Im Folgenden gliedert sich die Aufzählung in 

Oberflächen-, Struktur- und extrazelluläre Matrixproteine. 

 

Oberflächenproteine: 

Besonders immunphänotypische Oberflächenantigene werden als Standardnachweis 

für hMSC herangezogen. Zusammengefasst werden sie in Gruppen der Cluster of 

Differentiation (CD), kein Antigen dieser Gruppen ist jedoch spezifisch für hMSC oder 

einen bestimmten Reifegrad dieser Zelllinie (Beyer et al. 2006). CD 105, CD 106 und 

CD44 sind Vertreter dieser Gruppe, über die in der Vergangenheit überdimensional 

häufig versucht wurde, einen Stammzellnachweis zu erbringen (Mareschi et al. 2006, 

Ishii et al. 2005, Musina et al. 2005, Romanov et al. 2005, Pittenger et al. 1999). 

CD 105, auch als Endoglin bekannt, wurde ursprünglich durch den Antikörper SH2 

entdeckt (Haynesworth et al. 1992a, Haynesworth et al. 1992b) und wird daher in der 

Literatur gelegentlich auch als SH2-Antigen bezeichnet. Endoglin ist eine Komponen-

te des Transforming Growth Factor β(TGFβ)-Rezeptors, der mit hoher Affinität den 

Wachstumsfaktur TGFβ1 bindet. Somit ist CD105 als Teil des homodimeren memb-

ranständigen Rezeptorkomplexes an der Modulation der TGF-beta Signalwege betei-

ligt (Bellon et al. 1993). TGF-beta wiederum wird eine entscheidende Rolle in der 

Zellproliferation, Migration und Differenzierung vieler Zellreihen, so auch für hMSC 

zugesprochen (Roelen et al. 2003). Wie ursprünglich von Haynesworth et al ange-

nommen, wird Endoglin jedoch nicht spezifisch von hMSC exprimiert, sondern ist in 

unterschiedlichsten Zellarten und –stadien nachweisbar (Lebrin et al. 2004). Vorran-

gig wird Endoglin von endothelialen Zellen gebildet, aber es ist ebenso in kleinerem 

Ausmaß in Makrophagen, Proerythroblasten, B-Zell-Vorläufern und Syncyti-

otrophoblasten nachweisbar (Li et al. 2000, Rius et al. 1998). 

CD106, auch als vaskuläres Adhäsionsmolekül-1 (VCAM-1) beschrieben, ist ein 

Transmembranprotein der Ig-Superfamilie, das überwiegend Ca2+ unabhängige Ad-

häsion vermittelt. Oberflächenmoleküle der Ig-Superfamilie sind vornehmlich an Zel-
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lerkennung, Immunzellfunktion (Schwartz et al. 1995, Nojima et al. 1990, Matsuyama 

et al. 1989) und Zellmigration (Kansas 1996) beteiligt. CD106 kommt auf verschie-

densten Geweben und Organen des Körpers vor. Es ist ursprünglich auf humanen 

Endothelzellen entdeckt worden und in Verbindung mit Interaktionen zu Lymphozy-

ten und Tumorzellen gebracht worden (Osborn et al. 1994, Rice et al. 1991). Außer 

auf hMSC ist CD106 noch als Adhäsionsmolekül für epitheliale, endotheliale und 

dendritische Zellen sowie für Makrophagen beschrieben (Gearing et al. 1993). Als 

Marker für hMSC wird VCAM-1 abhängig von Passage, Differenzierungsgrad und 

Untersuchungsmethode kontrovers diskutiert. In der Zusammenschau und überwie-

genden Literatur hat CD106 jedoch einen festen Stellenwert in der Charakterisierung 

von hMSC (Izadpanah et al. 2006, Mareschi et al. 2006, Romanov et al. 2005, Otto 

et al. 2004, Gronthos et al. 2003, Minguell et al. 2001). 

CD44 ist ein transmembranärer Rezeptorkomplex, dessen Hauptligand die Hyalu-

ronsäure ist (Cichy et al. 2003, Aruffo et al. 1990). Hyaluronsäure wiederum ist ein 

Glykosaminoglykan, das neben seiner wichtigen Rolle als Bestandteil des Bindege-

webes auch eine Bedeutung für Zellproliferation, -migration und Tumorentstehung 

besitzt (Cuff et al. 2001, Lesley et al. 2000). Weiterhin interagiert dieses CD44 mit 

Osteopontin, das u.a. die zelluläre Chemotaxis induziert (Weber et al. 1996). So 

konnte CD44 mit verschiedenen hochproliferativen Systemen assoziiert werden, wie 

z.B. in der Immunantwort durch das zelluläre Immunsystem (Leemans et al. 2003, 

Schmits et al. 1997), in der Arteriogenese (van et al. 2004) und in der Entstehung 

und Diagnostik von Metastasen (Mayer et al. 1993, Screaton et al. 1992). Für hMSC 

ist CD44 ein gängiger und weit etablierter Marker für den Stammzellnachweis 

(Tondreau et al. 2005, Lee et al. 2004, Otto et al. 2004, Kotobuki et al. 2004, Shur et 

al. 2002, Pittenger et al. 1999) und scheint auch zur Abgrenzung zu Osteoblasten 

und Fibroblasten geeignet. Hier zeigen Studien, dass es auf Osteoblasten der Ratte 

nachzuweisen ist (Jamal et al. 1996), aber im Vergleich zwischen humanen 

Fibroblasten und hMSC selektiv von HMSC exprimiert wird (Ishii et al. 2005). 

 

Extrazelluläre Matrixproteine 

Die Extrazellularmatrix beschreibt den Anteil des Gewebes der von Zellen in den In-

terzellularraum sezerniert wurde, besonders entscheidend für die Gewebseigen-

schaften ist dieser Anteil im Binde und Stützgewebe. Zu den Proteinen der Extrazel-
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lulären Matrix zählen u.a. die Kollagene und Adhäsionsproteine, wie Fibronectin. Un-

ter den Kollagenen wurde in dieser Studie Kollagen IV (Col IV) ausgewählt. 

Col IV ist ein nicht-fibrilläres, netzbildendes Kollagen, das überwiegend in Basal-

membranen vorkommt (Burgeson et al. 1992). Es ist als Trimer aus drei Polypeptid-

ketten aufgebaut, sog. Alpha-Ketten. Diese drei Polypeptidketten sind über weite Tei-

le ihrer Gesamtlänge ineinander gewunden und bilden so eine stabartige Tripel-Helix 

(Yurchenco et al. 1987). Dieses Kollagen Netzwerk bietet zum einen mechanischen 

Halt, zum anderen dient es als Gitter in das andere extrazelluläre Materialien einge-

lagert werden können. So interagieren Laminin und verschiedene Integrine als wich-

tige Bestandteile der Kommunikation zwischen Zelle und ECR mit Kollagen IV. Es 

wird vermutet, dass Col-IV zwar noch von osteogenen Vorläuferzellen produziert 

wird, nicht jedoch von reifen und späteren Differenzierungsstufen in Richtung der 

osteoblastären Linie (Schieker et al. 2004, Deschaseaux et al. 2000, Chichester et al. 

1993). Somit ist Kollagen IV möglicherweise hilfreich in der Unterscheidung zwischen 

hMSC und Osteoblasten. 

Einer der bekanntesten Vertreter der Glycoproteine der Extrazellulärmatrix ist Fibro-

nektin, ein Dimer bestehend aus zwei durch Disulfidbrücken verbundene Unterein-

heiten (Aumailley et al. 1996). Jede Untereinheit ist in fünf oder sechs Domänen ge-

faltet, die wiederum charakteristische Bindungseigenschaften für andere Moleküle 

oder Zellen aufweisen (Engel et al. 1981). Fibronektin kann zu Fibrillen polymerisie-

ren, die wiederum durch Disulfidbrücken stabilisiert werden. An speziellen Punkten, 

den sog, fibrillären Adhäsionen, sind diese Fibrillen z.B. mit Integrinen verbunden 

oder lagern sich mit Kollagenstrukturen zusammen, um so die Matrixstabilität zu er-

höhen. Fibronektin wird in hohem Maß von Fibroblasten, aber auch von Oste-

oblasten und hMSC sezerniert (Roufosse et al. 2004, Silva, Jr. et al. 2003, Vogel et 

al. 2003, Minguell et al. 2001, Chichester et al. 1993, Engel et al. 1981). In der Mehr-

fachfärbung eignet es sich, um auch extrazelluläre Komponenten darzustellen und 

damit eine bessere Abgrenzung zu den übrigen intrazellulären Markern zu schaffen. 

 

Strukturproteine 

Als Strukturprotein des Cytoskeletts wurde eine Färbung gegen F-Actin durchgeführt, 

eine Mikrofilament-Untereinheit des Proteins Actin (Karp G. 2005). Actin ist die 

Hauptkomponente des Cytoskeletts und kommt in allen eukaryotischen Zellen vor. 

Es ist quantitativ das häufigste nachweisbare Protein dieser Zellen. Das helixförmige 
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filamentöse F-Actin wird durch Polymerisation der globulären G-Actinuntereinheiten 

gebildet. Die wichtigsten Aufgaben des Actin sind die Stabilisierung und Fortbewe-

gung der Zelle, wobei die Struktur des Actinskeletts ständig dynamischen Prozessen 

unterliegt und sich in einem stetigen Umbauprozess befindet. Membran-

Mikrofilament-verbindende Proteine verankern corticale Actinnetzwerke an der Zell-

membran, indem sie Actinfilamente mit integralen Membranproteinen verbinden. 

Diese Membranproteine können dann wiederum mit der extrazellulären Matrix ver-

knüpft sein. So entstehen direkte Wechselwirkungen zwischen Actin und einigen fo-

kalen Adhäsionsproteinen wie z.B. vinculin, tensin, α-actinin, parvin und actopaxin 

(Docheva D et al. 2007). Die bei der Zellfortbewegung entstehenden Membranaus-

ziehungen, sog. Filopodien, beinhalten in ihrem Zentrum jeweils ein Actinbündel, um 

diese Fortsätze in der komplexen Cytoskelettarchitektur zu verfestigen (Lodish H et 

al. 2001). Die Darstellung des Cytoskeletts in dieser Studie sollte zusätzliche Infor-

mationen über die Zellmorphologie bereitstellen. 

1.2.  Immunzytochemie 

1.2.1.  Nachweismethoden 

Als Nachweismethode für die o.g. Marker wurde die indirekte Immunfluoreszenz ge-

wählt. Ihr größter Vorteil gegenüber anderen Verfahren ist für unsere Aufgabenstel-

lung die Möglichkeit der simultanen Detektion mehrer Antigene auf einer Zelle. Ein 

Ansatz, der in der Literatur als viel versprechend angesehen wird, eine Identifizierung 

von Zellinien ohne einen singulärer spezifischen Marker, wie es bei hMSC der Fall 

ist, zu ermöglichen (Izadpanah et al. 2006, Kemp et al. 2005, Liu et al. 1994). Dieser 

Nachweis kann durch die Beurteilung des jeweiligen Färbemusters über die Aussage 

von Positivität und Negativität hinaus geführt werden. Extrazelluläre Färbemuster 

können also deutlich von intrazellulären und von Matrixkomponenten unterschieden 

werden. Zudem können neben der Untersuchung der gewünschten Marker zusätzlich 

Informationen über die Morphologie der untersuchten Zellen gewonnen werden. 

Denn gerade in der Untersuchung von hMSC werden Zellmorphologie und -

morphometrie häufig als charakteristisches Kriterium zur Beurteilung der Stammzell-

eigenschaften hinzugezogen (Raimondo et al. 2006, Colter et al. 2001, Prockop et al. 

2001). Daher bietet diese Möglichkeit u.a. einen großen Vorteil gegenüber FACS-
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Analysen, für die die Zellen in Suspension gebracht werden müssen und somit ihre 

eigentliche Morphologie verlieren. Die immunfluoreszenzmikroskopische Untersu-

chung bietet weiterhin den Vorteil, in dem als heterogen anzusehenden Gemisch der 

hMSC einzelne Zellen auf ihr Proteinexpressionsprofil hin zu untersuchen. So ergibt 

sich die Möglichkeit, die tatsächliche Stammzelle isoliert und vor Differenzierungsas-

says zu untersuchen. Im Falle der indirekten Immunfluoreszenz wird zunächst das 

Antigen der Zelle mit einem Primärantikörper markiert, welcher in einem zweiten 

Schritt durch einen gegen den ersten Antikörper gerichteten, Fluorochrom-

gekoppelten Sekundärantikörper mikroskopisch sichtbar gemacht werden kann. 

Durch die Bindung mehrer Sekundärantikörper an einen Primärantikörper wird das 

optische Signal der Färbung augmentiert (Lamvik et al. 2001). Es wurden hierfür 

ausschließlich monoklonale Antikörper verwendet, die in Hybridomzellen produziert 

wurden (Milstein et al. 1978). 

 

 

 

Abb. 2 Indirekte Immunfluoreszenz am Beispiel eines Oberflächenproteins. Man beachte die Mög-
lichkeit der Bindung mehrerer Sekundärantikörper an einen Primärantikörper. So entsteht 
ein Augmentationseffekt der Färbung. 
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1.2.2.  Grundlagen der Fluoreszenzentstehung 

Bei der Absorption von Licht einer bestimmten Wellenlänge, sog. Anregungslicht ist 

bei verschiedenen Molekülen eine gleichzeitige Emission von Licht mit größerer Wel-

lenlänge zu beobachten. Dieses Verhalten, d.h. die Absorption von kurzwelligem 

Licht und die Emission von längerwelligem Licht wird als Fluoreszenz bezeichnet 

(Beutner 1961). 

Bestimmte Elektronen der fluoreszierenden Moleküle absorbieren hierbei die Photo-

nen und gelangen dadurch auf ein höheres Energieniveau. Die Elektronen können 

sich jedoch nicht auf diesem Niveau halten und fallen deshalb praktisch augenblick-

lich auf ihr ursprüngliches Energieniveau zurück. Dabei setzen sie die aufgenomme-

ne Energie wieder frei und es kommt zur Emission des Fluoreszenzlichts. Allerdings 

wird die Energie nicht nur als Licht freigesetzt. Deshalb ist das emittierte Licht etwas 

energieärmer als das Anregungslicht. Energieärmere Lichtstrahlung besitzt jedoch 

eine größere Wellenlänge und deshalb auch eine andere Lichtfarbe als energierei-

chere Lichtstrahlung. Für die Fluoreszenz ergibt sich hieraus die bereits eingangs 

erwähnte Eigenschaft, nämlich die Absorption von kurzwelligem Licht und die Emis-

sion von längerwelligem Licht, auch als Stokes-Regel bezeichnet (Beutner 1961). 

Das emittierte Fluoreszenzlicht besitzt oft eine um etwa 20-50 nm größere Wellen-

länge als das Anregungslicht. Diese Differenz in der Wellenlänge zwischen den bei-

den Lichtarten wird als Stokes-Differenz bezeichnet. 

1.2.3.  Fluoreszenzmikroskopie 

Aus dem weißen Licht einer Xenon- oder Quecksilberdampf-Lampe wird durch einen 

Anregungsfilter die für die Anregung des Fluorochroms geeignete Wellenlänge her-

ausgefiltert. Im Innern des Mikroskops wird dieses Licht von einem dichroischen 

Spiegel (auch dichromatischer Spiegel) auf das Präparat reflektiert. Dichroische 

Spiegel haben eine kritische Wellenlänge: Licht mit kleineren Wellenlängen wird re-

flektiert, Licht mit größeren Wellenlängen durchgelassen. Der Spiegel wird so ge-

wählt, dass die kritische Wellenlänge zwischen Anregungs- und Emissionsmaximum 

des Fluorochroms liegt. So wird das Anregungslicht durch das Objektiv zum Präparat 

gelenkt, während das langwelligere Fluoreszenzlicht den Spiegel passiert und durch 

das Okular zum Auge gelangt. Eine möglichst vollständige Trennung von Anregungs- 

und Fluoreszenzlicht durch dieses optische System ist die Voraussetzung für eine 
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gute Abbildung im Mikroskop. Für die simultane Analyse von mehreren verschiede-

nen Fluorochromen können sog. Tripleband Filtersätze eingesetzt werden. Diese 

verfügen über einen Anregungs- und Emissionsfilter mit jeweils drei Bandpässen und 

einen darauf abgestimmten dichroischen Filter. Dabei handelt es sich meist um 

Bandpässe in Wellenlängenbereichen aus gut abgrenzbaren Spektra, wie z.B. blau, 

grün und rot.  

 

 

 

Abb. 3 schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops. Dargestellt ist der Strahlengang des 
Lichts von Fluoreszenzlampe zum Auge des Betrachters. 
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1.3.  Aufgabenstellung 

Das Interesse an humanen mesenchymalen Stammzellen ist seit den Fortschritten in 

ihrer Anwendung im Bereich der regenerativen Medizin und des Tissue Engineerings 

stetig gewachsen, da hMSC die Fähigkeit besitzen, sich ohne Verlust ihrer Stamm-

zelleigenschaften selbst zu replizieren und in verschiedenste Gewebearten in vitro 

und in vivo zu differenzieren (Caplan et al. 2006, Grove et al. 2004, Otto et al. 2004, 

Cancedda et al. 2003, Bianco et al. 2001). Dabei ist es trotz intensiver Forschung 

bisher nicht gelungen, die heterogene Zellpopulation der hMSC a priori und ohne die 

Verwendung von Differenzierungsassays zu charakterisieren (Kassem 2006, Otto et 

al. 2004, Prockop et al. 2003). Es ist kein zellulärer Marker bekannt, der ausschließ-

lich und spezifisch von hMSC exprimiert wird (Dominici et al. 2006, Kemp et al. 

2005). 

Das Ziel dieser Untersuchung ist es daher, ohne den Einsatz von Differenzierungs-

assays durch die Etablierung eines simultanen immunzytochemischen Färbeprofils 

mehrerer Marker hMSC auf Einzelzellniveau eindeutig zu identifizieren und sie ge-

genüber Osteoblasten und Fibroblasten abzugrenzen. 
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2.  Material und Methoden 

2.1.  Zellkultur 

2.1.1.  Zellen und Medien 

Es wurden drei verschieden Zelllinien untersucht. Humane mesenchymale Stamm-

zellen (hMSC) wurden von der Firma Cambrex bezogen. Die Gewinnung der Zellen 

erfolgte durch Auftrennung über Dichtegradienten von Knochenmarkaspiraten ge-

sunder Spender unterschiedlichen Geschlechts und unterschiedlichen Alters. An-

schließend wurde jede Zellpopulation von der Firma hinsichtlich ihrer Differenzie-

rungsfähigkeit in Richtung der osteogenen, chondrogenen und adipogenen Zelllinie 

getestet. Eine Identifizierung der Stammzellen erfolgte zusätzlich über den Nachweis 

bzw. das Fehlen bestimmter Oberflächenantigene in der Durchflußcytometrie gemäß 

des ursprünglichen Protokolls von Pittenger (Pittenger et al. 1999). So sollten mög-

lichst standardisierte und vergleichbare Bedingungen in der Versuchsplanung ge-

schaffen werden. Die weitere Kultivierung erfolgte mit dem vom Hersteller empfohle-

nem Basismedium und Zugabe des Supplement Kit, bestehend aus fetalem Rinder-

serum (FBS), L-Glutamin und der Antibiotika Penicillin und Streptomycin. Es wurden 

keinerlei zusätzlichen Wachstumsfaktoren verwendet. 

Humane Osteoblasten (hOB) wurden von der Firma PromoCell erworben. Die Zell-

gewinnung erfolgte während chirurgischer Eingriffe am Beckenknochen. Der Nach-

weis, dass es sich um Osteoblasten handelt, wurde durch Bestimmung der Osteo-

calcin Sekretion und Vitamin D3-stimulierten alkalischen Phosphatase Produktion 

durchgeführt (Kasperk et al. 1995). Dem vom Hersteller empfohlenen Grundmedium 

wurden gemäß Protokoll FBS, Gentamycin und Amphotericin B hinzugefügt. Auf wei-

tere Wachstumsfaktoren wurde verzichtet. 

Humane Fibroblasten (HS-27) wurden von der Firma ATCC bereitgestellt. Die Zellen 

wurden aus der Haut bzw. dem Präputium männlicher Neugeborener isoliert und mit 

dem entsprechenden Basismedium (DMEM) unter Zugabe von 4,5 g/L 90% Glucose, 

4 nM L-Glutamin, 1,5 g/L Natriumbicarbonat und 10% FBS kultiviert. 

Alle verwendeten Materialien und Geräte sind mit Typenbezeichnung, Katalog Num-

mer und Herstellerangaben auf Seite 32 unter Kapitel 2.4 in Tabelle 5 aufgeführt. 
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2.1.2.  Zellkulturbedingungen 

Die Zellen wurden in Kulturflaschen in einen Standard-Brutschrank unter konstanten 

Bedingungen von 25°C und 5% CO2 Zufuhr kultiviert. Die Aussaat der HMSC und 

HS27 erfolgte in einer geringen Konzentration von 1x10³ Zellen/cm² (Prockop et al. 

2001). Aufgrund längerer Zellzyklen und niedrigerer Teilungsraten wurden die hOB in 

einer höheren Konzentration von 1x104 Zellen/cm² ausgesetzt. Die Zellzählung er-

folgte hierbei nach Standardprotokoll in einer Neubauer Zählkammer (s. Anhang). 

Ein Medienwechsel fand alle drei bis vier Tage statt, wobei das alte Medium mit steri-

len Glaspipetten und einer Vakuumpumpe abgesaugt und durch neues entsprechen-

des Kulturmedium ersetzt wurde. Bei einer Konfluenz von 40 - 50% wurden die Zel-

len gemäß der jeweiligen Protokolle passagiert. Dabei erfolgte die Ablösung der Zel-

len vom Boden der Kulturflaschen nach Entfernung des Mediums durch Zugabe von 

Trypsin/EDTA Lösung. Anschließend wurden die gelösten Zellen zentrifugiert, in Kul-

turmedium resuspendiert und nach Zellzählung wieder in entsprechendem Behältnis 

ausgesetzt (s. Passageprotokolle). Während der Zellkultur wurde eine Zelldichte von 

50% in den Kulturflaschen der hMSC und hOB nie überschritten. HS27 Zellen er-

reichten aufgrund der hohen Proliferationsrate stets Subkonfluenz. Sämtliche Arbei-

ten mit allen Zelllinien erfolgten unter einer sterilen Arbeitsbank, welche über einen 

kontinuierlichen laminaren Luftstrom verfügte. HMSC und HOB wurden nur bis zur 7. 

Passage immunzytochemischen Färbungen unterzogen, HS27 bis zur 12. Passage. 

 

Passageprotokoll hMSC und HS27 

- Medium entfernen, Zellen waschen mit 3 ml PBS (ohne Ca, Mg, Fa. GibcoBRL)  

- Zellen abtrypsinieren mit 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung (Fa. BioWhittaker) 

- mikroskopische Kontrolle nach 5 min, max. 15 min Einwirkzeit des Trypsin/EDTA 

- Zugabe von 3 ml Medium, nachdem Zellen gleichmäßig abgelöst waren; das Serum 

des Kulturmediums bewirkte die Neutralisierung des Trypsins 

- Suspension zentrifugieren (600 g für 5 min), Überstand anschließend absaugen, 

um Trypsinreste zu entfernen 

- Zellen in Kulturmedium resuspendieren und zählen 

 

Passageprotokoll hOB  

- Medium entfernen, Zellen waschen mit 3 ml Hepes BSS (Fa. PromoCell) 

- Zellen abtrypsinieren mit 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung (Fa. PromoCell) 
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- nach 3 min mikroskopische Kontrolle, max. 7 min Einwirkzeit des Trypsin/EDTA 

- Zugabe von 2 ml Trypsin Neutralis Solution (Fa. PromoCell), nachdem Zellen ho-

mogen abgelöst waren 

- Suspension zentrifugieren (220 g für 4 min), Überstand anschließend absaugen, 

um Trypsinreste zu entfernen 

- Zellen in Medium resuspendieren und zählen 

2.2.  Immunzytochemie 

2.2.1.  Immunfluoreszenzfärbung auf single cell Niveau 

Die immunzytochemischen Färbungen der verschiedenen Zelllinien wurden auf un-

beschichteten Glasobjektträgern durchgeführt. Die Überführung der Zellen aus den 

Kulturflaschen erfolgte gemäß den Passagierungsprotokollen, wobei die Konzentrati-

on der auf den Glasobjektträgern aufzubringenden Zellsuspension auf 1x105 Zel-

len/cm² festgelegt wurde. Um ein steriles Arbeiten zu ermöglichen, wurden die Glas-

objektträger in spezielle Kulturschalen (Quadriperm plus) überführt und mit dem Vo-

lumen von 1ml Zellsuspension benetzt. Die Inkubation der Zellen erfolgte anschlie-

ßend für 24 Stunden, bzw. 72 Stunden (hOB) im Brutschrank, um ihre Adhärenz auf 

dem Glasobjektträger und eine Wiederaufnahme der Zellstoffwechselleistungen zu 

gewährleisten. Nach der Inkubationszeit erreichten die Zellen eine Konfluenz von ca. 

50%, auch als Subkonfluenz beschrieben (Siggelkow et al. 1998).  

Vor der Fixierung wurde das Zellmedium abgesaugt und der Überstand durch gründ-

liches Waschen mit PBS entfernt. Gemäß des Färbeprotokolls erfolgte die Fixierung 

und gleichzeitige Permeabilisierung der Zellen auf dem Glasobjektträger durch 3,7% 

Formalin und Aceton. Nach Verdampfung des Aceton konnte der Glasobjektträger 

mittels eines Fettstifts (DakoPen) in 8 Felder unterteilt werden (s Abb. 4). Auf jedem 

dieser Felder erfolgten nun simultan die unterschiedlichen Einzel- und Mehrfachfär-

bungen, sowie Kontrollen an einer identischen Zellpopulation. Jeweils ein Feld pro 

Objektträger diente als Negativkontrolle und wurde nur mit den jeweiligen verwende-

ten Sekundärantikörpern inkubiert, ohne vorheriges Aufbringen eines Primärantikör-

pers. 

Nach dem vollständigen Verdampfen des Acetons wurde die Färbung gegen F-Actin 

mit Phalloidin durchgeführt. Phalloidin stellt unter den verwendeten Fluoreszenzmar-
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kierungen eine Ausnahme dar. Es ist ein cyclisches Alkaloid des weißen Knollenblät-

terpilzes (Amanita phalloides), und hemmt die Depolarisierung der Actinfilamente, in-

dem es spezifisch an die f-Actin Untereinheiten bindet und die Depolarisierung der 

Actinfilamente blockiert. Für die Immunhisto- bzw. zytochemie wird diese Eigenschaft 

genutz und ein Fluorochrom direkt an das Phallotoxin gebunden ist, d.h. primär gela-

belt. Es ist also kein weiterer, indirekten Nachweis durch einen Sekundärantikörper 

notwendig. 

Anschließend wurde der Objektträger in PBS-T rehydriert, um die Proteinstruktur 

wieder aufzufalten. Danach folgte das sog. Blocken durch die 1stündige Inkubation 

mit Eselserum in einer Verdünnung mit PBS 1:20. Da alle verwendeten sekundären 

Antikörper im Esel produziert worden waren (s. Tab. 2), war es so möglich, negativ 

geladene Molekülgruppen abzusättigen und unspezifische Bindungen der jeweiligen 

Antikörper zu verhindern.  

Vor dem Aufbringen der Primärantikörper wurde das überschüssige Blocking-

Medium vom Objektträger abgeklopft und 25 µl der vorher angesetzten Primäranti-

körpersuspension auf jedes Feld aufgetragen. Die Verdünnung der Antikörper erfolg-

te entsprechend ihrer Anwendungskonzentration (s. Tab. 1) mit einer speziellen Anti-

körperverdünnungslösung, die mit Natriumazid versetzt die Kontaminationsgefahr 

der Suspension verringern sollte. Somit wurde eine längere Lagerung ermöglicht. Es 

wurden Primärantikörper gegen 5 verschiedene Antigene verwendet und diese 30 

Minuten inkubiert (genaue Bezeichnung und Herstellerangaben s. Tab. 1). Die Pri-

märantikörper wurden auf den unterteilten Feldern des Objektträgers sowohl als Ein-

zelfärbung, als auch in jeweils gleicher Konzentration als Antikörpergemisch für die 

Mehrfachfärbung aufgetragen. Die Einzelfärbungen dienten dabei auch als Positiv-

kontrolle für die Mehrfachfärbung, da so die Spezifität und Charakteristik der jeweili-

gen Färbemuster zwischen Einzel- und Mehrfachfärbung verglichen werden konnten. 

Die Primärantikörper wurden alle in unterschiedlichen Spezies generiert und waren 

hochspezifisch auf die Bindung mit humanen Antigenen ausgerichtet.  

Die Sekundärantikörper wurden ebenfalls in einem Volumen von 25µl für die Dauer 

von 30 Minuten aufgebracht, nachdem die Überstände der Primärantikörper durch 

3maliges Waschen für 5 Minuten in PBS entfernt worden waren. Die Sekundäranti-

körper waren jeweils gegen die Spezies gerichtet, in der der korrespondierenden 

Primärantikörper erzeugt worden war. Eine Kreuzreaktion gegenüber artverwandten 

Spezies wurde dadurch ausgeschlossen, dass jeder Sekundärantikörper gegen alle 
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übrigen verwendeten Spezies vom Hersteller adsorbiert worden war. Ein gegen 

Mausproteine gerichteter Sekundärantikörper konnte also nicht mit Epitopen aus Ka-

ninchen reagieren. Alle Sekundärantikörper selbst wurden ausschließlich im Esel ge-

neriert. Damit ermöglichte sich das gleichzeitige Aufbringen ohne die Möglichkeit ei-

ner Kreuzreaktion. Die verschiedenen Sekundärantikörper waren jeweils an unter-

schiedlichen Fluorochrome gebunden (siehe Tab. 2), die eine Wellenlängendifferenz 

von mindestens 10 nm aufwiesen (s. Tab. 3). 

Nach einem Waschschritt wurde eine Kernfärbung mit 4´,6-diamidino-2-phenylindole 

(DAPI) vorgenommen. DAPI lagert sich spezifisch an dsDNA an und ermöglicht somit 

einen weiteren Nachweis, dass es sich bei den gefärbten Strukturen um vollständige 

Zellen handelt. 

Nach ausgiebigem Waschen wurden die Präparate mit einem hydrophilen, polymeri-

sierenden Eindeckmedium (ProLong anti-fade Kit, Fa. Molecular Probes) verschlos-

sen, um eine Austrocknung zu verhindern. Spezielle Zusätze im Eindeckmedium re-

duzierten ein Verblassen (sog. photo bleaching) der Fluorochrome. Die Objektträger 

härteten über Nacht bei 4°C aus und wurden am darauffolgenden Tag ausgewertet. 

Alle Inkubationsschritte wurden in einer abgedunkelten Feuchtkammer durchgeführt. 

 

 

Abb. 4 Glasobjektträger mit durch Fettstift abgetrennten Inkubationsfeldern 

2.2.2.  Protokoll Immunfluoreszenzfärbung 

Aceton/Formalin Fixierung: 

- Glasobjektträger (GOT) 2 min in PBS  waschen 

- 2 min in 3,7% gepuffertem Formalin bei Raumtemperatur (RT) waschen 

- erneut 2 min in PBS waschen 

- 3 min in -20°C Aceton fixieren, dann GOT trocknen lassen 

- mit Fettstift 8 Felder abtrennen (siehe Abb. 4); GOT beschriften 
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Phalloidinfärbung: 

- 25µl Antikörper-Lösung pro Feld auftragen 

- 20 min bei RT in abgedunkelter Feuchtkammer inkubieren 

 

Blocken: 

- in PBS mit 1% Tween20 (PBS-T) rehydrieren, dann gut abklopfen 

- 25µl Blockierungslösung (donkey Serum mit PBS 1:20)  

- 1h mit bei RT in Feuchtkammer inkubieren 

 

Primärantikörper: 

- Blockierungslösung abklopfen 

- 25µl Antikörper-Lösung pro Feld auftragen 

- 30 min bei RT in abgedunkelter Feuchtkammer inkubieren 

- 3 mal 5 min in PBS-T waschen 

 

Sekundärantikörper: 

- Blockierungslösung abklopfen 

- 25µl Antikörper-Lösung pro Feld  

- 30 min bei RT in abgedunkelter Feuchtkammer inkubieren 

- 3 mal 5 min in PBS-T waschen 

 

Kernfärbung: 

- 20 µl DAPI (Verdünnung 1:10 000) pro Feld auftragen 

- 1 min bei RT in Feuchtkammer im Dunkeln inkubieren 

- 3 mal 5 min in PBS-T waschen 

 

Eindeckeln: 

- Pro Long Komponente B im Wasserbad oder Heizblock für 15 min auf 50°C erhit-

zen 

- Komponente A und B mischen 

- weitgehend die Flüssigkeit von den GOT abklopfen 

- 70µl Eindeckelmedium pro GOT auftragen und gleichmäßig verteilen 

- Deckglas aufbringen und die Luftblasen durch seitliches Ausstreichen entfernen, 

anschließend mind. 3 h im Dunkeln bei 4°C aushärten 
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2.2.3.  Antikörper 

 

Primärantikörper Hersteller Cat. Nr. Verdünnung 

rat anti-human CD44 DSHB Hermes-1 1:5 

mouse anti human en-

doglin (CD105) 

DSHB P3D1 1:5 

rabbit anti-human 

VCAM-1 (CD106) 

SantaCruz Biotechnolo-

gies 

SC-8304 1:5  

goat anti-human colla-

gen-IV 

Accurate Chemical  YMPS063 1:20 

sheep anti-human fi-

bronectin 

Biozol BLZ00279 1:1200 

Tab. 1  Primärantikörper mit Konzentrations- und Herstellerangaben 
 

 

Sekundärantikörper  Hersteller Cat. Nr. Verdünnung 

AMCA conjugated don-

key anti-rat IgG  

Dianova 712-155-153 1:25 

Fluorescin (FITC) con-

jugated donkey anti-

rabbit IgG  

Dianova 711-095-152 1:200 

TexasRed conjugated 

donkey anti-mouse IgG  

Dianova 715-075-151 1:25 

Alex Fluor546 labeled 

donkey anti-goat IgG  

Molecular Probes A11056 1:125 

Cy2 conjugated donkey 

anti-sheep IgG 

Dianova 713-225-147 1:2000 

4´,6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI) 

Molecular Probes D1306 1:10000 

AlexaFluor633 anti F-

actin phalloidin 

Molecular Probes A22284 10 units / 500 µl 

Tab. 2  Sekundärantikörper mit Konzentrations- und Herstellerangaben 
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2.3.  Bildakquisition 

2.3.1.  Fluoreszenzmikroskopie 

Alle mikroskopischen Untersuchungen erfolgten an einem Axioskop 2 Mikroskop (Fa. 

Zeiss). Das gefärbte Präparat wurde mit Licht einer 75 Watt Xenon Kurzbogenlampe 

bestrahlt. Diese erzeugte ein kontinuierliches Lichtspektrum definierter Wellenlänge 

von ca. 270-700 nm. Es wurden drei verschiedene Filtersets verwendet, die jeweils 

aus Anregungsfilter, Strahlteiler und Emissionsfilter bestanden. Die Aufnahmen mit 

der Digitalkamera der Einfach- und Mehrfachfärbungen wurden mit dem Triple-band 

Filterset F61-002 (Fa. AHF) durchgeführt, das für die simultane Untersuchung von 

blauen, grünen und roten Spectra geeignet ist. So konnten mit einer Aufnahme je-

weils das zu untersuchende Fluorochrom und die DAPI Kernfärbung erfasst werden. 

Zur Auswertung der Färbungen mit dem Spectral-Interferometer wurde für das blaue 

Spektrum der Filtersatz 01 (Fa. Zeiss) verwendet und für grüne, rote und infrarote 

Spectra das Triple-band Filterset SKY (Fa. ASI). Es waren also zwei Aufnahmen ei-

nes Ausschnitts der Mehrfachfärbung nötig, um das gesamte Farbspektrum mit dem 

Interferometer analysieren zu können. Die Triple-band Filtersets besaßen jeweils ei-

nen Anregungs- und Emissionsfilter mit drei Bandpassbereichen und einen darauf 

abgestimmten polychroitischen Filter (genaue Angaben der Wellenlängenbereiche s. 

Tab 4). 

Die Fluorochrome emittierten nach Herstellerangaben Licht im Wellenlängenbereich 

von 444 nm (AMCA) bis 639 nm (Alexa Fluor 633), also von blau bis zu infrarot. Der 

kleinste Abstand betrug dabei 14 nm zwischen Cy2 und FITC (siehe Tab. 3 und Abb. 

5). Eine Diskriminierung bis zu 10 nm durch Spectralanalyse ist bereits in der Litera-

tur beschrieben (Schieker et al. 2004, Rothmann et al. 1998, Malik et al. 1996).  

Die Präparate wurden mit einem 40fach Öl Objektiv untersucht. Alle Untersuchungen 

und Aufnahmen fanden in einem abgedunkelten Raum statt. Die digitalen Aufnah-

men wurden mittels einer 3,3 Megapixel CCD Farbkamera (Cybershot DSC S75, Fa. 

Sony) vollzogen. 

 

Fluorochrom/Farbstoff Anregung Emission 

AMCA 347 nm 444 nm 

DAPI 358 nm 461 nm 
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Cy 2 489 nm 503 nm 

FITC 495 nm 517 nm 

Alexa Fluor546 556 nm 573 nm 

Texas Red  596 nm 613 nm 

Alexa Fluor 633 632 nm 647 nm 

Tab. 3  Verwendete Fluorochrome mit Wellenlängenanregung und –emission (für Alexa Farbstoffe: 
Angaben laut Hersteller, übrige Angaben Fa. Zeiss) 

 

 

 

Abb. 5 Graphische Darstellung der Emissionsspektren aller verwendeten Fluorochrome für die 
Aufnahme durch Filtersatz01 (blaue Spectra) und Filterset SKY (übrige Spectra). Die Gra-
phik wurde durch den Fluorescence Spectra Viewer (Fa. Invitrogen) erstellt 

 

 

Filter Hersteller Anregung [nm] Emission [nm] Verwendet für 
Fluorochrom 

Filtersatz 01 Zeiss, Deutsch-

land 

BP 365/12 LP 397 AMCA, DAPI 

Triple-band  

Filterset SKY 

ASI, Israel 465-485 

555-565 

630-655 

500-545 

580-620 

660 

FITC, Cy2, Alexa 

Fluor546 / 633, 

Texas Red 

Triple-band  

Filterset F61-002 

AHF Analysen-

technik GmbH, 

Deutschland 

BP 360/51 

BP 485/17 

BP 560/18 

450-475 

510-545 

600-650 

FITC, Cy2, Alexa 

Fluor546, Texas 

Red, AMCA, 

DAPI 

Tab. 4  Produktinformationen der verwendeten Filtersysteme.                                                         
Die Abkürzung bedeuten: BP=Bandpass, LP=Longpass. Die Angabe BP 365/12 zeigt also, 
dass es sich um einen Bandpass Anregungsfilter handelt, der einen Bereich von 12nm mit 
dem Mittelpunkt bei 365 nm passieren läßt. 
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Abb. 6 Graphische Darstellung der Anregungs- und Emissionsspectra der verwendeten Filtersets. 
a) Filtersatz01, Fa. Zeiss; b) Triple-band Filterset F61-002, Fa. AHF 
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2.3.2.  Spectrale Bildanalyse 

Da bei Mehrfachfärbungen aufgrund von Überlagerung verschiedenfarbiger Fluo-

rochrome zu Mischfarben die Abgrenzung eng beieinander liegende Farbspektren 

mit dem menschlichen Auge nicht mehr möglich ist, wurde die Methode der spectra-

len Bildanalyse eingesetzt. Ein Verfahren, das bereits bei Chromosomenanalyse als 

multicolor „fluorescence in situ hybridisation“ (FISH) eingesetzt wird (Schrock et al. 

2006, Macville et al. 1997). Die spectrale Bildanalyse erfolgte durch das Sagnac In-

terferometer Spectra Cube SD-200. Der Spectra Cube war auf ein Axioskop2 Mikro-

skop montiert und mit einer 1,3 Megapixel schwarz-weiß CCD Kamera verbunden. 

Das gesamte System war an einen PC angeschlossen. Die Auswertung der gewon-

nen Bilddaten, das sog. linear unmixing, wurde durch die Software Spectra View er-

möglicht, da eine Diskriminierung von Wellenlängenunterschieden unterhalb 30 nm 

vom menschlichen Auge nicht mehr geleistet werden kann (Rothmann et al. 1998, 

Malik et al. 1996). 

Das Prinzip des Interferometers ist die Auftrennung des vom Präparat und damit von 

der Gesamtheit, der darauf befindlichen Fluorochrome emittierten Lichtes in seine 

reinen Spectra. Das Licht wird dabei zuerst mit einem Strahlteiler in zwei Teilstrahlen 

aufgeteilt. Diese werden mit Hilfe von Spiegeln in entgegengesetzter Richtung im 

Kreis geführt und treffen an dem Strahlteiler wieder aufeinander. Zur Darstellung 

werden die Teilstrahlen dann auf einen Schirm gelenkt. Hier entsteht ein Interfe-

renzmuster, das von der Digitalkamera festgehalten und als sog. frame gespeichert 

wird. Befindet sich die Anordnung in Ruhe, sind die Wege beider Strahlen gleich lang 

und in der Mitte des Detektors sieht man konstruktive Interferenz. Wird nun aber der 

ganze Aufbau um eine Achse senkrecht zur Strahlebene gedreht, ist der optische 

Weg für beide Teilstrahlen nicht mehr gleich lang, da sich in der Zeit, die das Licht für 

einen Umlauf benötigt, der Strahlteiler bereits ein Stück weiter gedreht hat. Es ent-

steht ein Gangunterschied, der sog optical path difference (OPD). Durch Synchroni-

sation der gewonnenen frames mit den Bewegungen des antreibenden Motors ist der 

OPD für jeden Pixel zu berechnen und daraus sein emittiertes Lichtspektrum zu er-

mitteln. So ist eine Abgrenzung unterhalb von 10 nm Wellenlängendifferenz möglich 

(Rothmann et al. 1998, Malik et al. 1996). 

Als erstes wurden Referenzspektra aus den jeweiligen Einzelfärbungen gewonnen 

und in einer Bibliothek gespeichert. Diese Referenzen konnten im Anschluss auf die 

Mehrfachfärbung angewendet werden und die Emissionen der einzelnen Fluoroch-
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rome voneinander getrennt werden. Um die Abgrenzung besser hervorzuheben wur-

den den Spectra Falschfarben zugeordnet, z.B. gelb für Alexa Fluor 546, das eigent-

lich im roten Bereich strahlt. 

Als Positivkontrolle wurden die aus dem linear unmixing gewonnen Färbemuster mit 

den Einzelfärbungsaufnehmen der Sony Digitalkamera verglichen. 

 

 

Abb. 7 Prinzip eines Sagnac Interferometers am Beispiel des Originalskizze von George Sagnac 
aus Georges Sagnac: L'éther lumineux démontre par l'effet du vent relatif d'éther dans un 
interféromètre en rotation uniforme, in: Comptes Rendus 157 (1913), S. 708-710. O: 
Quecksilberdampflampe, J: Strahlteiler, R/T: Teilstrahlen R und T, M1 bis M4: Spiegel, c: 
Schirm, L: Linse T2/R2: Teilstrahlen mit Unterschiedlicher Länge nach Auftrennung 

2.4.  Verwendete Materialien und Geräte 

Material Typ/ Cat. N Hersteller 

Aceton  Merck, Deutschland 

Brutschrank  IG 150 Jouan, Frankreich 

Cellcounter Casy1 Schärfe System, Deutschland 

Digitalkamera Farbe Cybershot DSC S75 Sony, Japan 

Digitalkamera Schwarz-Weiss CCD 5880-C Hamamatsu, Japan 

DMEM  GibcoBRL, Deutschland 
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ProLong Anti-fade Kit P7481 Molecuar Probes, USA 

Fettstift für Immunzytochemie DakoPen Dako, Deutschland 

Fluoreszenzlampe Xenon XBO 75 W/2 Osram, Deutschland 

Glasobjektträger u. Deckgläser 76 x 26 bzw. 60 x 24 mm Menzel-Gläser, Deutschland 

hMSC POPT-2501 Cambrex, USA 

hMSC Kulturmedium u. -zusätze POPT-3001 Cambrex, USA 

hMSC Trypsin/EDTA Solution  POCC-3232 Cambrex, USA 

hOB C-12720 PromoCell, Deutschland 

hOB Kulturmedium C-27010 PromoCell, Deutschland 

HS-27 CRL-1634 ATCC, USA 

Interferometer Spectra Cube SD-200 Applied Spectral Imaging, Israel 

Kulturflaschen T25, T75 flasks Nalge Nunc Int., USA 

Kulturschalen für Objektträger Quadriperm in vitro Schubert, Deutschland 

Laborwaage Typ 770 Kern, Deutschland 

Mikroskop Axioskop 2 Zeiss, Deutschland 

Pipetten, Pipettenspitzen 10, 20, 100, 200 und 1000µm Eppendorf, Deutschland 

Pipettierhilfe Pipettus akku Hirschmann, Deutschland 

ProLong anti-fade Kit P7481 Molecular Probes, USA 

Reaktionsgefäße 1,5 ml Eppendorf-Cups Eppendorf, Deutschland 

Schüttler Typ VM4 CAT, Deutschland 

Software Spectra View 1.6. Applied Spectral Imaging, Israel 

Sterilbank Biohit Antares, Deutschland 

Sterilfilter Nalgene 150 ml Nalge Nunc Int., USA 

Sterilisator Zirbus LTA400 Apparate- und Maschinenbau 

GmbH, Deutschland 

Zentrifuge CT 422 Jouan, Frankreich 

Zentrifugenröhrchen 15 und 50 ml Nürnbrecht, Deutschland 

Zusätze der Antikörperverdün-

nungslösung  

 Fa. Merck, Deutschland 

Tab. 5  Liste verwendeter Materialien 
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3.  Ergebnisse 

3.1.  Zellkultur 

3.1.1.  humane mesenchymale Stammzellen 

Adhärente hMSC zeigten eine morphologisch heterogene Erscheinung. Zum über-

wiegenden Teil imponierten sie als ca. 150-500 µm lange, spindelförmige, bipolare 

Zellen ohne prominente Zellfortsätze. Es fanden sich aber auch zu einem erheblich 

geringeren Anteil kleine, rundlich bis trianguläre Zellen von ca. 50-100µm mit pha-

senkontrast-dichten Membranabschnitten. Nur vereinzelt traten in der Zellpopulation 

große, flache Zellen mit mehreren weiten Zellausläufern auf, die eine Ausdehnung 

bis 500µm beschrieben (s Abb. 9). Im Cytosol dieser Zellen fanden sich vermehrt 

Vakuolen und das Chromatin im Zellkern zeigte vereinzelt Verdichtungen. Bei stei-

gender Konfluenz neigte sich die Verteilung deutlich zu Gunsten der spindelförmigen 

Zellpopulation und die Zellen ordneten sich zu einer fischzugartigen Formation. (s. 

Abb. 8). 

 

 

Abb. 8 Übersichtsaufnahme subkonfluenter hMSC in Kultur, Phasenkontrastmikroskopie 
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Abb. 9 3 unterschiedliche Morphologie von hMSC in Phasenkontrastmikroskopie: a) lange, spindel-
förmige, bipolare Zellen, b) rundlich bis trianguläre Zellen mit phasenkontrast-dichten 
Membranabschnitten (Pfeile), c) große, flache Zellen mit mehreren weiten Zellausläufern (*), 
d) alle drei Zelltypen nebeneinander in Kultur, alle Messbalken = 50µm 
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3.1.2.  humane Osteoblasten 

Humane Osteoblasten offenbarten eine typische polygonale Zellform mit ausgepräg-

ten Zellfortsätzen. Die Zelldopplungsrate war deutlich geringer als bei den hMSC, 

was zu einer prolongierten Kulturdauer der hOB führte. Weiterführende Untersu-

chungen haben eine Populationsdopplungsrtae von im Mittel 65 Stunden gezeigt 

(Dotcheva et al.). Eine Monolayerkultur von 50% wurde nie überschritten und die Zel-

len zeigten sich unter diesen Bedingungen als morphologisch relativ homogen. (s. 

Abb. 10) 

 

 

Abb. 10 Zellgruppierung subkonfluenter hOB in Kultur, Phasenkontrastmikroskopie 
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3.1.3.  humane Fibroblasten 

Die HS-27 Zellen zeigten die typische spindelförmige, mit Zellausläufern versehene 

Morphologie von in Kultur befindlichen Fibroblasten (s. Abb. 11). Die Population zeig-

te neben einer hohen Wachstumsrate auch eine ausgeprägte Homogenität. Sub-

konfluenz wurde schneller erreicht als bei den anderen Zelllinien. Bei höheren Kon-

fluenzen wich die Monolayerkultur einer Überlagerung zu Multilayern. 

 

 

Abb. 11 Ausschnitt subkonfluenter HS 27 in Kultur, Phasenkontrastmikroskopie 

 

 

3.2.  Einfachfärbungen 

Die immunzytochemischen Färbungen gegen die Oberflächenproteine und vermeint-

lichen Stammzellmarker CD 105/Endoglin, CD106/VCAM-1, CD44, die Strukturprote-

ine Kollagen-IV, F-Actin und das extrazelluläre Matrixprotein Fibronectin wurden be-

sonders hinsichtlich ihrer Lokalisation, Verteilung sowie ihrer Homogenität innerhalb 

der untersuchten Zellpopulation beurteilt. Die Präsentation der immunzytochemi-

schen Ergebnisse für die Einfachfärbungen ist im folgenden Teil nach Zelllinien ge-

gliedert. 
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3.2.1.  humane mesenchymale Stammzellen 

HMSC stellten sich nicht nur morphologisch, sondern auch immunzytochemisch als 

heterogen heraus. Besonders die Oberflächenproteine zeigten eine Akzentuierung in 

den Membranabschnitten, die auch unter Phasenkontrastmikroskopie prominent er-

schienen. Auch das Strukturprotein F-Actin zeigte in den kleineren hMSC eine ab-

weichende Anordnung. Die stärkste Heterogenität erwies Kollegen IV innerhalb der 

hMSC Population. Hier fanden sich die größten Schwankungen hinsichtlich positiver 

und negativer Färbeergebnisse. Die übrigen untersuchten Markern waren hingegen 

in nahezu jeder untersuchten Zelle als positiv zu werten.  

 

CD 44 (s. Abb. 12, Ausschnitt a): 

Der Oberflächenmarker CD 44 zeigte sich in nahezu allen Zellen positiv. Die Zellen 

färbten sich über den gesamten Zellleib homogen an. Leichte punktförmige Akzentu-

ierungen fanden sich in einigen Abschnitten der Zellmembran. Die ebenfalls blaue 

DAPI Kernfärbung konnte nicht eindeutig mit dem menschlichen Auge gegen die ei-

gentliche Färbung mit AMCA abgegrenzt werden. Extrazellulär konnte kein Protein 

nachgewiesen werden. CD 44 zeigte sich in der Färbung mit hMSC als stabiler, zu-

verlässiger Marker, der über die markierte Gesamtpopulation hin gesehen fast aus-

schließlich positiv gefärbte Zellen erkennen ließ. 

 

CD 105/Endoglin (s. Abb. 12, Ausschnitt b): 

Die Färbungen gegen CD105 wiesen eine besondere Betonung der Membranab-

schnitte auf, insbesondere der endständigen Membranverdickungen. Ein zusätzlicher 

Nachweis konnte ebenfalls im Bereich des endoplasmatischen Reticulum erzielt 

werden, was sich in Form eines paranukleären, retikulären Färbemuster zeigte. Auch 

feine Membranausläufer der Zellen wurden durch die Färbung sichtbar, die sich in 

Phasenkontrastmikroskopie verborgen. Das Protein konnte konstant in nahezu jeder 

Zelle nachgewiesen werden, nie jedoch im Extrazellularraum. 

 

CD 106/VCAM-1 (s. Abb. 12, Ausschnitt c): 

CD106 offenbarte ein fein-granulärem Färbemuster, wobei die Granula relativ homo-

gen im Zytoplasma verteilt zu finden waren. Zu den Zellausläufern hin nahm die 

Dichte der Granula leicht ab, um dann wieder deutlicher in der Membran zu erschei-

nen. Der Nachweis außerhalb der Zellen war negativ. In einigen Zellen fehlten die 
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Membranbetonungen, so dass sich nur eine granuläre, eher zytoplasmatische Zeich-

nung zeigte. In dem korrespondierenden Ausschnitt fehlt die Membranbetonung der 

Färbung in der unteren der beiden sichtbaren Zellen. 

 

Kollagen-IV (s. Abb. 12, Ausschnitt d): 

Das Strukturprotein Kollagen Typ IV imponierte in einem paranukleärem, granulärem 

Färbemuster. Der dargestellte Ausschnitt ist so gewählt, dass man die leichte Hete-

rogenität in der Anfärbbarkeit innerhalb der hMSC erkennen kann. Bei positivem 

Zellnachweis durch die DAPI Kernfärbung fehlte bei einem Teil der Zellen ein spezifi-

scher Nachweis paranukleär. Der überwiegende Teil der Zellen war jedoch positiv 

angefärbt. Eine farbliche Abgrenzung von Alexa Fluor546 gegenüber dem mit Texas 

Red markiertem CD105 war nicht möglich (Vgl. Ausschnitt b). 

 

Fibronectin (s. Abb. 12, Ausschnitt e): 

Das Färbemuster des Adhäsionsprotein Fibronectin ergab zum einen eine intrazellu-

läre, paranukleäre, retikuläre Verteilung, zum anderen zeigte sich eine deutliche ext-

razelluläre Matrixkomponente. Über das faserige extrazelluläre System scheinen die 

Zellen miteinander verbunden. Ein Unterschied zur CD106 Färbung mit FITC im 

Farbspektrum des emittierten Lichts ist nicht möglich (Vgl. Ausschnitt c). 

 

F-Actin (s. Abb. 12, Ausschnitt f): 

Das Alexa Fluor633 markierte Actinzytoskelett ist eindeutig mit mehr oder weniger 

parallelen, entlang dem Zellverlauf ausgerichteten Filamentsystem zu erkennen. Die 

Verteilung des Färbemusters war allerdings abhängig von der Zellmorphologie. Bei 

den kleinen, rundlicheren Zellentypen ist das Actinskelett nicht als gerichtet auszu-

machen, das Signal ist hier am stärksten in der Zellmembran. Das F-Actin markie-

rende Alexa Fluor633 war gegenüber den Farbstoffen Texas Red und Alexa Flu-

or546 nicht abgrenzbar (Vgl. Ausschnitt b und d). Im Vergleich zu den anderen Fluo-

rochromen war die F-Actin Färbung nur 4-7 Tage nachweisbar. 
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Abb. 12 Einfachfärbungen mit DAPI Kernfärbung von humanen mesenchymalen Stammzellen, a) 
CD44/AMCA, b) CD105/Texas Red, c) CD 106/FITC, d) Col-4/Alexa Fluor546, e) Fibronec-
tin/Cy2, f) Phalloidin/Alexa Fluor633, Aufnahmen mit Filterset F 61002 (AHF), alle Messbal-
ken = 50 µm 
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3.2.2.  humane Osteoblasten 

CD 44 (s. Abb. 13, Ausschnitt a): 

Das Färbemuster des Oberflächenmarkers CD 44 entspricht dem der hMSC Färbun-

gen und ist ebenfalls als spezifisch zu werten. In nahezu allen Zellen ließ sich ein 

positiver Nachweis erzielen. 

 

CD 105/Endoglin (s. Abb. 13, Ausschnitt b): 

Endoglin konnte immunzytochemisch nicht in den untersuchen hOB Kulturen nach-

gewiesen werden. Vereinzelt zeigten sich kleinste Signale perinukleär, die aber nicht 

als spezifisches Färbemuster werten waren. Die DAPI Färbungen ermöglichte die 

Lokalisation der Zellen. 

 

CD 106/VCAM-1 (s. Abb. 13, Ausschnitt c): 

Es konnte kein spezifischer Nachweis gegen CD106 erbracht werden. Bei positiver 

Kernfärbung zeigten sich nur annäherungsweise Signale ohne Zusammenhang mit 

charakteristischen Färbemustern. 

 

Kollagen-IV (s. Abb. 13, Ausschnitt d): 

Es konnte ein spezifischer Nachweis gegen Kollagen Typ IV geführt werden. Das 

Färbemuster entsprach dem der hMSC Ergebnisse. Auch bei den hOB zeigte sich 

jedoch die größte Heterogenität unter allen untersuchten Markern. Überwiegend wa-

ren die Zellen als positiv gefärbt zu werten und nur vereinzelt fanden sich negative 

Zellen. 

 

Fibronectin (s. Abb. 7, Ausschnitt e): 

Die Färbungen gegen Fibronectin zeugten ein eindeutig positives Ergebnis. Die fase-

rige Extrazellularmatrix war noch ausgeprägter als bei den hMSC. Auch hier zeigten 

sich dabei deutliche retikuläre Strukturen um den Zellkern gelegen. 

 

F-Actin (s. Abb. 7, Ausschnitt f): 

Das Actinzytoskelett ist spezifisch durch die Färbung markiert. Besonders bei den 

morphologisch polygonal konfigurierten Zellen lässt sich die Aufspannung und Ab-

stützung des Zellleibs gut nachvollziehen. 
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Abb. 13 Einfachfärbungen mit DAPI Kernfärbung von humanen Osteoblasten, a) CD44/AMCA, b) 
CD105/Texas Red, c) CD 106/FITC, d) Col-4/Alexa Fluor546, e) Fibronectin/Cy2, f) Phalloi-
din/Alexa Fluor633, Aufnahmen mit Filterset F 61002 (AHF), alle Messbalken = 50 µm 
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3.2.3.  HS 27 

CD 44 (s. Abb. 14, Ausschnitt a): 

Bei deutlicher Kernfärbung findet sich kein Nachweis einer Anfärbung der Membran-

abschnitte oder der typischen homogenen Verteilung über dem Zellleib. 

 

CD 105/Endoglin (s. Abb. 14, Ausschnitt b): 

CD 105 konnte nicht nachgewiesen werden. In sehr vereinzelten Zellen zeigten sich 

Spuren einer diffusen, unspezifischen Anfärbung. 

 

CD 106/VCAM-1 (s. Abb. 14, Ausschnitt c): 

Auch VCAM-1 offenbarte ein negatives Färbeergebnis in humanen Fibroblasten. In 

einer Minderheit der Population imponierten perinukleär geringe granuläre Struktu-

ren. Das typische Expressionsmuster des Proteins war aber nicht nachweisbar. 

 

Kollagen-IV (s. Abb. 14, Ausschnitt d): 

Es zeigte sich ein spezifisches Färbemuster, identisch dem der anderen Zelllinien. 

Auch die HS27 wiesen Heterogenität in den Kollagen-IV Färbungen auf. 

 

Fibronectin (s. Abb. 14, Ausschnitt e): 

Die Fibroblasten bildeten ein ausgeprägtes extrazelluläres Fasersystem aus. Die ext-

razelluläre Matrixkomponente war in der Fibroblastenkultur am imposantesten. Die 

retikuläre Verteilung um den Zellkern lässt sich nur vereinzelt unter den starken Sig-

nalen erahnen. 

 

F-Actin (s. Abb. 14, Ausschnitt f): 

Die Actinfasern färbten sich eindeutig positiv an und zeigten einen nahezu parallelen 

Verlauf entlang der spindelförmigen Zellausdehnung entsprechend der fischzugarti-

gen Zellanordnung. 
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Abb. 14 Einfachfärbungen mit DAPI Kernfärbung von humanen Fibroblasten, a) CD44/AMCA, b) 
CD105/Texas Red, c) CD 106/FITC, d) Col-4/Alexa Fluor546, e) Fibronectin/Cy2, f) Phalloi-
din/Alexa Fluor633, Aufnahmen mit Filterset F 61002 (AHF), alle Messbalken = 50 µm 
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3.3.  Mehrfachfärbungen 

Für die Auftrennung der Mehrfachfärbung in ihre einzelnen Spectra waren zwei Auf-

nahmen mit unterschiedlichen Filtersets nötig; für das blaue Spectrum das Filterset 

01 und für das grüne, rote und infrarote der Triple-band Filtersatz SKY. Die Spectra 

der verwendeten Fluorochrome DAPI, AMCA, FITC, Cy2, Alexa Flour546, Texas Red 

und Alexa Flour633 konnten eindeutig durch die spectrale Aufnahme mit dem Interfe-

rometer und anschließendes linear unmixing von einander abgegrenzt werden. Eine 

genaue Messung der Emissionspeaks der einzelnen Farbstoffe ließ sich allerdings 

mit der Herstellersoftware SpectraView nicht durchführen. Es verbleibt lediglich die 

Möglichkeit, zur Annäherung der maximalen Emission eine Senkrechte zur x-Achse 

durch den Scheitelpunkt der jeweiligen Graphen (s. Abb. 15) zu legen. 

Dabei konnten die Emissionen der Fluorochrome Cy2, FITC und Texas Red mit Ab-

weichungen im Bereich von 10nm innerhalb der vom Hersteller angegeben Bereiche 

detektiert werden. Für die Farbstoffe AMCA, DAPI, Alexa Fluor 546 und 633 zeigte 

sich eine Verlagerung in größere Wellenlängenbereiche, so dass u.a. die Spectra 

von Alexa Fluor 546 und Texas Red näher aneinander lagen als von den Herstellern 

angegeben (s. Tab. 3). Die Fluorochrome AMCA DAPI und Alexa Fluor 546 zeigten 

ihren Emissions-Peak jeweils im Bereich von 20nm über dem vom Hersteller ange-

gebenen Emissionsbereich, während Alexa Fluor 633 um 30nm in höhere Wellen-

längenbereiche abwich. 

 

 

Abb. 15 In der Spectralanalyse gemessene Emissionen der Fluorochrome beim linear unmixing (Vgl. 
mit Herstellerangaben (Abb. 5)), Aufnahme AMCA und DAPI mit Filterset 01 (Zeiss), restli-
chen Fluorochrome mit Filterset F 61002 (AHF). 

Ausgabe durch Spectra View 1.6, die Senkrechten zur X-Achse durch den Scheitelpunkt der 
Graphen wurden nachträglich eingefügt und zeigen die maximale Emission der einzelnen 
Fluorochorme. 
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Im folgenden Teil werden die Ergebnisse der spectralen Auftrennung der simultanen 

Mehrfachfärbungen nach Zelllinien geordnet dargestellt. Dabei wird im besonderen 

der Vergleich des Färbemusters mit den Einfachfärbungen berücksichtigt. Die An-

ordnung der aufgetrennten Fluorochrome in den folgenden Bildtafeln (Abb. 16-18) ist 

zur besseren Übersicht aneinander angelehnt. 

3.3.1.  hMSC 

Eine Auftrennung der in der 6fach Fluoreszenz verwendeten Fluorochrome war op-

tisch mit einem Triple-band Filter nicht mehr möglich (s. Abb. 16-18, Ausschnitt i). Ei-

ne simultane Beurteilbarkeit aller untersuchten Marker war mit dem menschlichen 

Auge nicht mehr zu leisten. 

Durch die spectrale Bildanalyse und die Zuweisung von Falschfarben für die jeweili-

gen Fluorochrome wurden die Bilder a-g der Abb. 16-18 erzeugt. Das Färbemuster 

zeigt sich spezifisch und identisch im Vergleich zu untersuchten Verteilungen der 

Einzelfärbungen (s. Abb. 13-15). Besonders in der Überlagerung der spectralen De-

kompositionen in Ausschnitt h zeigte sich die bessere Darstellung der einzelnen An-

tigene und der höhere Informationsgehalt (vgl. Ausschnitt i). 

Auf einer Zelle ließen sich alle in den Einfachfärbungen untersuchten Antigene simul-

tan nachweisen. Der als Positivkontrolle dienende Vergleich der erzeugten Farbde-

kompositionen aus dem linear unmixing mit den korrespondierenden Einzelfärbun-

gen zeigt ein übereinstimmendes, spezifisches Färbemuster. Folglich lassen sich in 

der Mehrfachfärbung unspezifische Bindungen der Markerproteine und Kreuzreakti-

onen zwischen den verschiedenen Antikörpern ausschließen. 
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Abb. 16 Simultane 6-fach Immunfluoreszenz mit DAPI Kernfärbung auf zwei humanen mesench-
chymalen Stammzellen, a-g) spectrale Dekompositionen/linear unmixing mittels spectraler 
Bildanalyse, a) CD44/AMCA, b) CD105/Texas Red, c) CD 106/FITC, d) Col-4/Alexa Flu-
or546, e) Fibronectin/Cy2, f) Phalloidin/Alexa Fluor633, g) DAPI, h) überlagerte spectrale 
Aufnahmen, i) digitale Aufnahme mit AHF Filter, alle Messbalken = 50µm 
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3.3.2.  humane Osteoblasten 

Auch die Dekomposition der einzelnen Farbstoffe in der simultanen Mehrfachfärbung 

der hOB liefert identische Färbemuster im Vergleich zu den jeweils korrespondieren-

den Einzelfärbungen. Auch die Analyse der Färbungen für CD105 und CD106 durch 

Detektionsversuch mit dem Interferometer ergibt kein Signal. In der Darstellung der 

Überlagerung aller Aufnahmen des SpectralCubes in Abbildung h) zeigt sich zum 

Vergleich mit der Mehrfachfärbung der hMSC ein geringerer Mehrwert an Information 

gegenüber der Aufnahme mit der Digitalkamera in Abbildung i). 

 

 

Abb. 17 Simultane 6-fach Immunfluoreszenz mit DAPI Kernfärbung von zwei hOB, a-g) spectrale 
Dekompositionen/linear unmixing mittels spectraler Bildanalyse, a) CD44/AMCA, b) 
CD105/Texas Red, c) CD 106/FITC, d) Col-4/Alexa Fluor546, e) Fibronectin/Cy2, f) Phalloi-
din/Alexa Fluor633, g) DAPI, h) überlagerte spectrale Aufnahmen, i) digitale Aufnahme mit 
AHF Filter, alle Messbalken = 50µm 
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3.3.3.  Humane Fibroblasten 

Auch die Spectralanalyse der Mehrfachfärbung auf HS 27 erbrachte Ergebnisse, die 

den Einzelfärbungen auf dieser Zelllinie entsprachen. Die Marker CD 44, CD105 und 

CD 106 konnten nicht nachgewiesen werden. 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18 Simultane 6-fach Immunfluoreszenz mit DAPI Kernfärbung von zwei HS27, a-g) spectrale 
Dekompositionen/linear unmixing mittels spectraler Bildanalyse, a) CD44/AMCA, b) 
CD105/Texas Red, c) CD 106/FITC, d) Col-4/Alexa Fluor546, e) Fibronectin/Cy2, f) Phalloi-
din/Alexa Fluor633, g) DAPI, h) überlagerte spectrale Aufnahmen, i) digitale Aufnahme mit 
AHF Filter, alle Messbalken = 50µm 
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3.3.4.  Übersicht 

Die Tabelle stellt die Ergebnisse der immunzytochemischen Färbungen von hMSC, 

hOB und Fibroblasten im Überblick zusammen. Da es zwischen Einzel- und Mehr-

fachfärbungen keine Unterschiede gab ist die Übersicht für beide Färbemethoden 

gültig. Die Ergebnisse der Marker die einen Unterschied zwischen den drei Zelllinien 

ermöglichen sind rot dargestellt. 

 

 
Marker hMSC Osteoblasten Fibroblasten 

CD44 + + - 

CD105 + - - 

CD106 + - - 

Col IV +/- +/- + 

Fibronectin + + + 

F-Actin + + + 

Tab. 6  Tabellarische Übersicht der Färbeergebnisse aller drei Zelllinien 
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4.  Diskussion 

4.1.  Methodik 

Ziel dieser Studie war es, hMSC auf Einzelzellniveau zu charakterisieren und gegen-

über reifen Phänotypen anderer Zellarten abzugrenzen. Als Untersuchungsmethode 

wurde die simultane Immunfluoreszenzmarkierung mit 6 Farben gewählt. 

Die Immunfluoreszenz stellt durch die hohe Bindungsaffinität und natürliche Spezifi-

tät von Antikörpern gegenüber ihren Bindungspartnern eine hoch sensitive und spe-

zifische Untersuchung zellulärer Antigene dar. Die indirekte Methode der Immunfluo-

reszenz leistet zusätzlich einen Augmentationseffekt des Fluoreszenzsignals in Be-

zug auf die vorhandenen Antigenmenge, da mehrere Fluorochrom beladene Sekun-

därantikörper an einen, das Antigen markierenden, Primärantikörper binden können 

(Lamvik et al. 2001). Im Gegensatz zur direkten Nachweismethode, die ein erheblich 

schwächeres Fluoreszenzsignal produziert, lassen sich durch den Einsatz von Se-

kundärantikörpern folglich auch Proteine, für die eine geringe Expressionsrate auf 

der zu untersuchenden Zelle bekannt oder anzunehmen ist, wie z.B. für CD106, ein-

deutig darstellen (Schieker et al. 2004). Daher ist für die vorliegende Untersuchung 

und im Besonderen auch für die Analyse von exquisten Markern, die nur spärlich 

exprimiert werden oder in geringer Menge auf der Zelloberfläche vorkommen, die di-

rekte Immunfluoreszenz ungeeignet. In anderen Studien gelang es zwar, in Gewe-

bemehrfachfärbungen durch direkte Färbung fünf von sieben Antigenen nachzuwei-

sen, hierbei handelte es sich jedoch stets um Proteine, die von den jeweiligen Zellen 

in großen Mengen produziert werden (Tsurui et al. 2000). 

Verglichen mit anderen biochemischen Analyseformen wurde mit der immunzyto-

chemischen Mehrfachfachfärbung eine Methode zur Charakterisierung von humanen 

mesenchymalen Stammzellen gewählt, die mehrere Vorteile bietet. Besonders für die 

Identifizierung von einer bestimmten Zelllinie, bzw. einer einzelnen Zelle in einem he-

terogenen Zellgemisch, wie es die mit üblichen Methoden gewonnene Stammzellpo-

pulation aus dem Knochenmark darstellt, kommt der Untersuchung auf Einzelzellni-

veau hierbei größte Bedeutung zu (Vogel et al. 2003, Minguell et al. 2001, Conget et 

al. 1999, Pittenger et al. 1999).  

Dieses ist nicht möglich mit Untersuchungsverfahren, die mit großen Zellzahlen ar-

beiten und somit die Zellpopulation als Ganzes betrachten, wie z.B. die FACS-
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Analyse. Hierbei werden Zellzahlen von mehreren tausenden benötigt. Auch die 

Möglichkeit der Beurteilung des charakteristischen Verteilungsmuster eines Proteins 

in der einzelnen Zelle ist von großem Interesse, da somit zusätzlich die Spezifität der 

Antikörpermarkierung verifiziert wird (Pautke et al. 2004). Unspezifische Färbung und 

somit falsch positive können aussondiert und aus der Bewertung ausgeschlossen 

werden. Ferner können durch die Unterschiede im Verteilungsmuster unter Umstän-

den Rückschlüsse über den Differenzierungsgrad der Zelle gezogen werden. Es 

stellt z.B. einen Unterschied dar, ob ein Protein lediglich auf der Zelloberfläche vor-

handen ist oder zusätzlich noch aktiv im Zellinneren produziert wird. Am Beispiel des 

CD105 kann man deutlich neben der starken Anreicherung in der Zellmembran eine 

retikuläre Anfärbung erkennen, die weitestgehend dem endoplasmatischen Retiku-

lum entspricht. Folglich kann man ableiten, dass CD105 in diesem Stadium der Zell-

reife reichlich aktiv produziert wird. 

An diesem Beispiel lässt sich außerdem der Vorteil der Untersuchung auf Protein-

ebene erkennen. Verfahren wie die PCR; qRT-PCR oder Northern-Blot, die auf RNA-

Ebene arbeiten, können nur indirekt Aufschluss über die tatsächliche Proteinexpres-

sion leisten, da zum einen immer nur ein Teil des Transskripts auch als Protein 

exprimiert wird (Bilbe et al. 1996) und zum anderen eine direkte Mengenkorrelation 

von RNA zum Protein nicht möglich ist. So liefert die qRT-PCR zwar quantifizierbare 

Daten, die aber nicht gleichzusetzen sind mit der Menge an sezerniertem Protein. An 

den o.g. Beispielen für verschiedene Verfahren der Charakterisierung von Zellen wird 

wiederum die Problematik der Vergleichbarkeit unterschiedlicher Studien mit ver-

schiedenen Methoden deutlich, sicherlich ein Hauptproblem in der langjährigen Fra-

gestellung der Charakterisierung von hMSC (Dominici et al. 2001). 

Im Vergleich mit anderen Methoden der Proteinanalyse ist es bei der Immunfluores-

zenz möglich, die Zelle im vitalen Zustand zu fixieren und somit zu einem bestimmten 

Zeitpunkt in ihrem Zellzyklus zu untersuchen ohne vorher eine Homogenisierung 

oder Lysierung der Zellen vorzunehmen, wie es für den Western Blot oder für die 

Immunprezipitation nötig ist. Folglich wird eine Momentaufnahme der Zelle in ihrem 

natürlichen Verhalten und mit ihrem tatsächlichen Proteinstoffwechsel in vitro gene-

riert. Somit können über Analysen des Verteilungsmusters eines Proteins innerhalb 

der Zelle z.B. auch Hypothesen über dessen Bedeutung aufgestellt werden. Eine 

Proteinhäufung in den Filopodien (Ausstülpungen in der Zellmembran) einer Zelle 

könnte zum Beispiel auf eine Rolle innerhalb der Migration von Zellen oder ihrer Ad-
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häsion auf dem Untergrund hindeuten. Auch die Kolokalisation mit anderen Markern 

lässt Hinweise auf eine mögliche Interaktion von verschiedenen Proteinen zu. 

Am häufigsten wird die Methode der Immunfluoreszenz wohl der FACS Analyse ver-

gleichend gegenübergestellt, die den großen Vorteil der Quantifizierung bietet. Es 

können also Aussagen getroffen werden, wie hoch der Anteil an Zellen innerhalb ei-

ner Population ist, die ein bestimmtes Protein exprimieren. Es wurden für diese Ana-

lysetechnik auch bereits Mehrfachfärbungen mit zehn und mehr Antigenen simultan 

durchgeführt (De Rosa et al. 2003). Für die Fragestellung der vorliegenden Untersu-

chung ist jedoch eine Technik die in Suspension arbeitet und eine Gesamtpopulation 

untersucht weniger geeignet, da immer die Gefahr besteht, keine Stammzellreinkul-

tur zu untersuchen. In einer Studie der Arbeitsgruppe um Lodie wurde z.B. mittels 

Durchlußzytometrie die Expression von CD105 auf durch unterschiedliche Verfahren 

isolierten hMSC untersucht (Lodie et al. 2002). HMSC wurden gewonnen durch Auf-

trennung durch Zentrifugationsgradienten, bloße Adhärenz auf Plastikoberflächen 

und Selektionierung nur der CD105 positiven Zellen durch magnetic beads. Eine 

FACS Analyse nach Kultur der drei gewonnenen Populationen zeigte nahezu identi-

sche Ergebnisse in der prozentualen CD105 Expression. An dieser Studie wird also 

die begrenzte Möglichkeit der FACS Analyse in der Fragestellung nach Unterschei-

dungen der heterogenen hMSC Population deutlich.  

Eine Mehrfach-Fluoreszenzmarkierung auf Stammzellen wurde in unserer Arbeits-

gruppe zur Charakterisierung bereits angewandt, allerdings sind bisher maximal vier 

simultan untersuchte Antigene beschrieben (Schieker et al. 2004). Bis zu sieben ver-

schiedene Farbstoffe wurden mit Spectralanalyse von Knochenpräperaten simultan 

analysiert und aufgetrennt (Pautke et al. 2005). Eine weitere Methode, ähnlich der 

simultanen Mehrfachfluoreszenz, stellt die schrittweise ablaufende Antikörpermarkie-

rung mit anschließender Elution der gebundenen Immunglobuline dar (Wahlby et al. 

2002). Dabei wird die Färbung nach jedem Einzelschritt dokumentiert und abschlie-

ßend verglichen oder überlagert, es entsteht eine Art Mehrfachfärbung. Durch die 

verschiedenen Elutionsschritte ist eine Denaturierung der Zellproteine allerdings 

nicht auszuschließen, so dass unspezifische Färbungen auftreten können. 

Kritisch betrachtet birgt die simultane indirekte Immunfluoreszenz allerdings auch ei-

nige Gefahren und Nachteile. Durch die Verwendung eines Sekundärantikörpers wird 

die Färbung zwar verstärkt, eine Gegenüberstellung von Färbeintensität zu vorhan-

dener Proteinmenge ist jedoch nicht zulässig, da eine unbekannte und inkonstante 
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Anzahl von Fluorochrom markierten Sekundärantikörpern jeweils einen Primäranti-

körper binden (Lamvik et al. 2001). Auch die Gefahr der Kreuzreaktion unter den 

verwendeten Antikörpern steigt mit zunehmender Anzahl. In dieser Arbeit wurde die 

Möglichkeit der Kreuzreaktion allerdings durch Auswahl einer gemeinsamen Spezies 

(donkey) zur Produktion der Sekundärantikörper und die Absorption der Primäranti-

körper gegenüber allen anderen verwendeten Arten minimiert.  

Eine Limitation in der Anzahl der nachzuweisenden Antigene erfährt die simultane 

Mehrfachfluoreszenz neben den bereits beschriebenen technischen bzw. physikali-

schen Problemen in der Darstellbarkeit (s. auch Kap 4.1.1.) auch durch die Verfüg-

barkeit von Primärantikörpern, die jeweils verschiedenen Spezies entstammen, bzw. 

aus Hybridomzellen verschiedener Spezies gewonnen werden müssen. Diese Anti-

körper sollten zusätzlich auch noch gegen jeden speziesfremden verwendeten Anti-

körper absorbiert sein, um Kreuzreaktionen sicher auszuschließen. Mit steigender 

Anzahl zu untersuchender Antigene sinkt also die Wahrscheinlichkeit, die benötigten 

Antikörper als Standardantikörper käuflich erwerben zu können. Auch die Verfügbar-

keit der Sekundärantikörper die jeweils aus der gleichen Spezies stammen sollten, 

um gleichzeitig aufgetragen werden zu können ist begrenzt. 

In der Zusammenschau der gängigen Methoden zur Charakterisierung von hMSC in 

einer heterogenen Gesamtpopulation erscheint die Mehrfachimmun-

fluoreszenzfärbung als hoch geeignet. Besonders die Möglichkeit der Untersuchung 

von adhärenten Zellen macht diese Methode auch in der Materialforschung attraktiv. 

Hier bietet sie z.B. die Möglichkeit, die Proteinexpression von hMSC auf unterschied-

lichen Trägermaterialen, Scaffolds, zu untersuchen und eine Veränderung des Ex-

pressionsprofils über einen definierten Zeitraum zu vergleichen. So wäre es denkbar 

auch Hinweise auf den Reifegrade der Stammzelle während eines bestimmten Un-

tersuchungszeitpunkts auf dem Weg zu einer differenzierten Zelllinie zu erhalten. Ein 

schrittweiser Verlust typischer Stammzellmarker würde hierbei für eine fortschreiten-

de Differenzierung sprechen. Im Bereich des Tissue Engineerings von Knochen ließe 

sich somit anstreben, Aussagen über die Eigenschaften von Leitschienen zu gewin-

nen. So könnte die Osteokonduktivität, die Fähigkeit, Knochengewebe einwachsen 

zu lassen und die Osteoinduktivität, die Fähigkeit, eingewachsene Zellen in Richtung 

der osteogenen Kaskade zu stimulieren, untersucht werden. 

Auch die Anwendung im Gewebe bzw. in eingebetteten Gewebeschnitten erscheint 

die Mehrfachfärbung durch Immunfluoreszenzmarkierung als zweckmäßiges Werk-
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zeug, Zellidentifizierungen zu gewährleisten ohne den Gewebsverbund durch Lyse-

verfahren zerstören zu müssen (Buchwalow et al. 2005). Besonders in der Abgren-

zung verschiedener Zellarten, wie physiologisch im Gewebe vorhanden sind, könnte 

sich die Charakterisierung durch adäquate Markerprofile als nützlich erweisen. So 

könnten mesenchymale Stammzellen durch die immunzytochemische Mehrfachmar-

kierung z.B. im Knochenverbund oder innerhalb besiedelter und in vivo implantierten 

Trägermaterialien identifiziert und gegenüber anderen Zelllinien abgegrenzt werden. 

Diese Möglichkeit bietet den großen Vorteil Gewebsstrukturen in ihrer natürlichen 

Beschaffenheit und Aufbau bezüglich zellulärer Zusammensetzung zu betrachten. 

4.1.1.  Spectrale Bildanalyse 

Mittels konventioneller Immunfluoreszenzfärbung lassen sich gleichzeitig nicht mehr 

als drei verschiedene Farbbereiche sicher voneinander abgrenzen. Somit beschränkt 

sich auch die Anzahl der möglichen zu untersuchenden Antigene in simultanen Fär-

bungen. Die Hauptproblematik der Mehrfachfärbung ist die Bildung von Mischfarben 

bzw. Farbüberlagerungen und die Unfähigkeit des menschlichen Auges Farbspektra 

von geringerer Wellenlängendifferenz als 20nm voneinander abzugrenzen (Malik et 

al. 1996). Weiterhin hat die Signalintensität einen Einfluß auf das Farbempfinden. Ein 

Signal hoher Intensität kann als längerwellig empfunden werden als es tatsächlich 

ist. Dieses Phänomen zeigt sich besonders Innerhalb der zur Verfügung stehenden 

Standardfiltersätze für die Farbbereiche blau, grün, rot und infrarot, da hier der dar-

gestellte Bereich ohnehin schon eingeschränkt ist und dadurch die tatsächlichen 

Spectra der verschiedenen Fluorochrome in der Darstellung aneinander genähert 

werden. Es ist also aufgrund der o.g. Limitierungen nicht sicher möglich, innerhalb 

eines Farbfilters einen Farbstoff im oberen Wellenlängenbereich der darstellbaren 

Emission von einem im unteren Bereich zu unterscheiden (Tsurui et al. 2000). Um 

diese Problematik zu umgehen und eine sichere simultane Beurteilung von mehr als 

drei Antigenen zu gewährleisten, wurden durch ein Interferometer und anschließen-

der spectraler Bildanalyse sämtliche Fluorochromspektra bis zu einem Wellenlän-

genunterschied von bis zu 10nm getrennt. Erst die spectrale Bildanalyse mit der 

nachfolgenden Auftrennung der gewonnenen Bilddaten ermöglicht also eine sichere 

simultane Beurteilung von mehr als vier Antigenen. Außerdem erhöht die Spectrala-

nalyse zudem die Genauigkeit der Auswertung durch die Möglichkeit, das sog. Hin-

tergrundrauschen von Immunfluoreszenzfärbung zu unterdrücken, indem der unter-
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suchte Wellenlängenbereich auf das Emissionsspektrum eines Fluorochroms ange-

passt wird (Garini et al. 1999). 

Ursprünglich wurde das System der spectralen Bildanalyse für das chromosomale 

Karyotyping entwickelt, um die feinen Farbunterschiede der verschieden markierten 

Chromosomen zu erfassen und diese voneinander abzugrenzen (Macville et al. 

1997). Da Fluoreszenzaufnahmen aber ebenso als lineares System genähert werden 

können ist es ebenso möglich, überlagerte Farbsignale in Fluoreszenzmehrfachfär-

bungen basierend auf einer Einzelwertanalyse jedes Pixels auseinander zu rechnen 

(Tsurui et al. 2000). 

Obwohl andere Studien aufgrund der präziseren Pixelauflösung die Kombination von 

verschiedenen Breitband Filtersystemen empfehlen, um jedes Fluorochrom optimal 

anzuregen und das volle Emissionsspektrum beurteilen zu können (Garini et al. 

1999), wurde in dieser Studie eine Kombination von einem Breitbandfilter mit einem 

Triple-band Filter gewählt. Somit ließen sich besonders die relativ langen Aufnahme-

zeiten von zwei bis drei Minuten pro Bildausschnitt und Filtersystem deutlich verkür-

zen und die Gefahr des Photo Bleaching reduzieren, das bei mehreren Aufnahmen 

eines Bildabschnitts bei langen Belichtungszeiten unweigerlich auftritt. Das Verblas-

sen der Signalintensität zu quantifizieren war zwar nicht Bestandteil der Studie, den-

noch führten die zwei notwendigen Aufnahmen und Analysen eines Bildausschnitts 

für beide verwendeten Filtersätze zu konstanten Ergebnissen. Für die in dieser Stu-

die beschriebene Anwendung lässt sich zusammenfassend ein optimales Ergebnis 

durch die Kombination von Triple-band Filtersets und Breitband Filtersystemen erzie-

len, so dass dem Einsatz von Mehrfachfiltersystem in der spectralen Bildanalyse 

durchaus ein großer Stellenwert zugesprochen werden sollte. Nur ein Mehrfach-

Filterset zu verwenden scheitert in dieser Studie jedoch an der Anzahl der Fluoroch-

rome bzw. der Varianz ihrer Emissionsspektra. So war es mit dem Triple-band Filter-

set SKY nicht möglich, die beiden blauen Fluorochrome DAPI (Molecular Probes) 

und AMCA (Dianova) zu erfassen. (s. Abb. 5 und Tab. 4). 

Die gemessenen Emissionsspectra der einzelnen Fluorochrome konnten durch das 

hier angewandte System alle im näheren Bereich der vom Hersteller angegebenen 

Wellenlänge detektiert werden. Allerdings zeigte ein Teil der Farbstoffe Abweichun-

gen bis zu 30 nm. Es ist in der Auswertung jedoch zu berücksichtigen, dass lediglich 

eine graphische Ausgabe der detektierten Emissionen durch das verwendete System 

geleistet werden kann. Der daraus ermittelte Wert ist somit nur grob zu erfassen, da 
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die Ausgabeskala in 20nm Schritten gefasst ist. Eine Angabe im Konfidenzbereich 

von 5nm ist dennoch gut möglich. 

Beide blauen Farbstoffe DAPI und AMCA lagen mit ihrem Emissionsmaximum je-

weils 20nm über den angegebenen Wellenlängenbereich. Dieses lässt sich durch 

den verwendeten Filtersatz 01 erklären. Obwohl der Emissionsfilter und der Strahltei-

ler eine optimale Darstellung der Emission zulassen, ist die Anregung des Farbstoffs 

nicht vollständig mit dem Anregungsbereich des Filters deckungsgleich. Während 

AMCA und DAPI ihr Anregungsoptimum bei 347nm bzw. 358nm besitzen, regt der 

Filtersatz 01 mit einer Bandbreite von 12nm um den Mittelpunkt von 365nm an. So 

kann eine Anregung in oberen Bereichen der möglichen Excitationsspectra auch zu 

einer Verschiebung der Emission in höhere Wellenlängen verursachen. Dieses Phä-

nomen der Verschiebung des Emissionsmaximums oder -peaks ist auch schon von 

anderen Autoren beschrieben und nicht als unspezifisches Signal zu werten (Tsurui 

et al. 2000). Der Filtersatz 01 ist ferner von der Firma Zeiss als optimaler Filter für 

beide genannten Farbstoffe empfohlen. 

Auch Alexa Fluor546 zeigt eine Verschiebung des Strahlungsmaximums von 573nm 

zu einer Wellenlänge von ungefähr 590nm. Die Anregung des Farbstoffs findet im 

adäquaten Bereich statt, allerdings lässt der Triple-band Filter SKY eine Emission 

erst ab 580 nm zu. Eine Verschiebung des Emissionsgraphen in Bereiche um 590nm 

ist also durch ein Abbocken tieferer Wellenlängen zu erklären. Gleiches gilt für Alexa 

Fluor633, welches die größte Abweichung von ca. 30nm aufweist. Hier ist bei optima-

ler Anregung eine Passage des emittierten Lichts erst ab 660nm durch den Filter 

möglich. Das eigentliche Emissionsmaximum wird also verschoben und der Scheitel-

punkt des dargestellten Graphen ist bei 680nm dargestellt. 

Alle übrigen Farbstoffe, d.h. Cy2, FITC und Texas Red stellen sich mit akzeptablen 

Abweichung  von 10nm im vom Hersteller angegebenen Bereich dar und sind sowohl 

im Excitations- und Emissionsbereich mit den Daten des Filtersatzes konguent. 

4.2.  Morphologie 

Humane mesenchymale Stammzellen sind in einer Vielzahl von Studien untersucht 

und analysiert worden (Dominici et al. 2006, Leo et al. 2006, Krampera et al. 2006). 

Für die meisten dieser Versuche wurden die Zellen nach Standardprotokollen aus 

Knochenmarkaspiraten gewonnen, indem sie über Dichtegradienten nach Zentrifuga-
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tion, Plastikadhärenz und anschließende Expansion von den restlichen hämatopoeti-

schen Zellen und Stromazellen getrennt wurden (Dominici et al. 2006, Baksh et al. 

2004). Durch diese Methode gelingt es, Verunreinigungen durch andere Zelllinien 

weitestgehend zu beseitigen (Pittenger et al. 1999). Trotzdem sind die hMSC Kultu-

ren morphologisch inhomogen, selbst wenn sie aus einer Zelle kloniert und expan-

diert werden (Colter et al. 2000, Mets et al. 1981). Die Literatur unterteilt die zu beo-

bachtenden Morphologien überwiegend in 3 Subtypen, RS-Zellen, spindelförmige 

Zellen und flache Riesenzellen (Prockop et al. 2003, Sekiya et al. 2002, Colter et al. 

2001, Prockop et al. 2001). Innerhalb dieser Subtypen scheinen die RS-Zellen, auch 

S-Zellen genannt (Shur et al. 2002), eine Vorläuferzelle darzustellen, die in der Hie-

rarchie der Differenzierung vor den übrigen Zelltypen zu sehen ist (Zhou et al. 2005, 

Smith et al. 2004, Shur et al. 2002, Sekiya et al. 2002, Colter et al. 2001). Daher 

werden große Hoffnungen auf diese hMSC Subpopulation auch in klinischen in vivo 

Studien und Anwendung im Tissue Engineering gesetzt (Colter et al. 2001). Hierbei 

erscheinen RS-Zellen eine erhöhtes Pontential für die chondrogene Differenzierung 

aufzuweisen (Sekiya et al. 2002). Aber auch die RS-Zellen besitzen kein charakteris-

tisches Oberflächen Epitop, so dass auch hier noch weitere Studien zur hierarchi-

schen Einordnung der unterschiedlichen Morphologien nötig sein werden. 

Erklärungsversuche und Hypothesen für dieses unterschiedliche Erscheinungsbild 

der hMSC sind abermals durch den unterschiedlichen Studienaufbau erschwert. 

Nach einheitliche Literaturmeinung sind diese morphologische Diskrepanzen zwi-

schen einzelnen Kulturen neben Zellpassage (Bruder et al. 1997), Spendervariabilität 

(Mareschi et al. 2006) auch dem Entnahmeort (Musina et al. 2005) zuzusprechen. 

Dabei ist Knochenmark als Hauptentnahmequelle mit dem höchsten Gehalt an RS-

Zellen anzusehen (Musina et al. 2005). 

Studien haben allerdings auch gezeigt, dass innerhalb der Zellexpansion eine ein-

zelne Zelle im Verlauf verschiedene Veränderung durchlebt und dabei sogar alle 

Morphologien der unterschiedlicher Subtypen aufweisen kann (DiGirolamo et al. 

1999). So kann nicht von einer konstanten morphologischen Erschienung der Zellen 

ausgegangen werden. Diese ändert sich am eindrucksvollstenbei zunehmender Kon-

fluenz und Alter einer Zellkultur (Sekiya et al. 2002, Colter et al. 2001). 
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4.3.  Verwendete Marker 

Hauptprobleme in der Stammzellforschung mit hMSC sind der schwierige Identifizie-

rung und die Phänotypisierung dieses Zelltyps. Auch in langjährigem Forschungs-

bemühen ist es bisher nicht gelungen einen einzelnen, spezifischen Marker für die-

sen Stammzelltyp zu erfassen oder zu etablieren (Raimondo et al. 2006, Derubeis et 

al. 2004, Sekiya et al. 2002, Conget et al. 1999). So muss für die Vielzahl der ver-

schiedenen Antigene, die meist in Form von Oberflächenproteinen zur Identifizierung 

von hMSC gebräuchlich sind, stets berücksichtigt werden, dass diese auch auf ande-

ren Zellreihen vorkommen (Otto et al. 2004, Gronthos et al. 2003, Majumdar et al. 

2003, Jiang et al. 2002). Solange also ein exklusiver Marker zur Identifizierung von 

hMSC fehlt, erscheint die Kombination von mehreren hMSC typischen Antigenen zu 

einem für diese Zellen einzigartigen Expressionsprofil als sinnvolles Werkzeug zur 

Charakterisierung. Diese Vorstellungen entspricht u.a. auch den Bemühungen der In-

ternational Society for Cellular Therapie zur Schaffung gemeinsamer Minimalkriterien 

im Versuch, die mesenchymale Stammzelle besser eingrenzen zu können (Dominici 

et al. 2006).  

Mit den verwendeten Antigenen ist es in dieser Studie gelungen, ein geeignetes 

Markerprofil zu definieren, um hMSC von anderen Zellen des Binde- und Stützgewe-

bes zu differenzieren. Dabei erscheinen besonders die Oberflächenproteine CD105, 

CD106 und CD44 als äußerst geeignete Kandidaten zur Charakterisierung von 

hMSC.  

Die Diskussion der einzelnen in dieser Studie verwendeten Marker gliedert sich in 

Anlehnung an Kapitel 1.1.3 im Folgenden in Oberflächen-, Struktur- und extrazellulä-

re Matrixproteine. 

 

Oberflächenproteine: 

Im Rahmen der Identifizierung von hMSC ist CD105 (Endoglin) schon früh beschrie-

ben (Barry et al. 1999, Pittenger et al. 1999, Haynesworth et al. 1992a, Haynesworth 

et al. 1992b) und wurde auch weiterhin in der Literatur konstant als einer der popu-

lärsten und vielleicht spezifischsten Marker für hMSC gefordert (Dominici et al. 2006, 

Javazon et al. 2004, Lee et al. 2004, Tuli et al. 2003). Aussagen über die Häufigkeit 

der CD105 Expression innerhalb einer hMSC Kultur wurden in FACS Analysen 

durchgeführt. Hier gelingt ein Nachweis in über 95% der Zellen (Musina et al. 2005). 

Im Vergleich zu humanen Fibroblasten ist für FACS-Analysen beschrieben, dass 
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CD105 möglicherweise selektiv in hMSC exprimiert wird. Vergleichende Studien zu 

Osteoblasten fehlen noch, allerdings ist beschrieben, dass die Expression von 

CD105 im Verlauf der osteogenen Differenzierung abnimmt. Während CD105 in Stu-

dien in nahezu jeder humanen mesenchymalen Stammzelle nachgewiesen werden 

konnte, fehlt es in Osteoblasten oder Fibroblasten (Ishii et al. 2005). Somit entspre-

chen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit der überwiegenden Meinung der Litera-

tur und auch in dieser Studie erscheint CD105 als ein sehr gut geeigneter Marker für 

die Identifizierung von hMSC und zur Abgrenzung gegenüber anderen Zelltypen des 

Binde- und Stützgewebes. Allerdings ist zu berücksichtigen, dass konkrete Aussagen 

zur Häufigkeitsverteilung von Proteinen innerhalb einer Zellkultur durch die Methode 

der Immunfluoreszenzfärbung nur unzureichend getroffen werden können. Das Fär-

bemuster von CD105 läßt im Zusammenhang mit seiner Funktion als Teil des TGFβ-

Rezeptors verschiedene Vermutungen zu. Zum einen finden sich neben der für ein 

Oberflächenprotein typischen, den gesamten Zellleib betreffenden Färbung starke 

Akzentuierung über Membranverdichtungen. Diese Membranverdichtungen sind un-

ter anderem im Sinne von Filopodien, d.h. Zellausziehungen, am Migrationsprozeß 

der Zellen beteiligt. Dieses würde die Interaktion von CD105 mit TGFβ unterstützen, 

das maßgeblich an Zellwachstum und –proliferation beteiligt ist (Lastres et al. 1996). 

Für Mausfibroblasten konnte bisher schon bewiesen werden, dass eine Überexpres-

sion von CD105 zu einer erhöhten Migration, Veränderung der Morphologie und Ad-

häsion führt (Guerrero-Esteo et al. 1999). So wurde auch in Studien an Myozyten 

und die Interaktion und Kolokalisation von CD105 mit sog. focal adhesions, d.h. Zo-

nen der Zellverankerung bzw. -verbindung nachgewiesen (Honczarenko et al. 2006, 

Guo et al. 2004). Auffällig am Verteilungsmuster von CD105 ist außerdem die für ein 

Oberflächenprotein eher untypische retikuläre Verteilung paranukleär im Sinne einer 

Anreicherung im endoplasmatischen Retikulum. Dieses würde für eine aktive und 

reichliche Expression und Translation des Proteins sprechen. CD105 scheint also 

von wichtiger Bedeutung für die stark proliferierenden und migrierenden hMSC zu 

sein und wird wohl in größeren Mengen benötigt. 

CD106 (VCAM-1) ist auf hMSC in unterschiedlicher Expression beschrieben. Viele 

Autoren erwähnen es als festen, wichtigen Marker für die Charakterisierung bzw. 

Immunphänotypisierung von hMSC (Izadpanah et al. 2006, Otto et al. 2004, Roufos-

se et al. 2004, Gronthos et al. 2003), während andere die Expression von CD106 als 

variabel und passageabhängig beurteilen (Mareschi et al. 2006, Romanov et al. 
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2005). Hier scheint neben der Zellkulturdichte die Spendervariabilität eine große Rol-

le zu spielen (Romanov et al. 2005). Insgesamt schwanken die in der Literatur be-

schriebenen Expressionshäufigkeiten von FACS-Analysen z.B. abhängig vom Spen-

deralter von 5-70% (Mareschi et al. 2006). Für humane Fibroblasten und Oste-

oblasten ist CD106 kein gängiger Marker. Allerdings kann es im Rahmen von in-

flammatorischen Reaktionen und Interleukinstimulation bzw. Überexpression von 

proinflammatorischen Mediatoren nachgewiesen werden (Rifas et al. 2003, Gao et 

al. 1996). In den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich jedoch in der immunhisto-

chemischen Färbung ein insgesamt homogen positives Ergebnis für die verwendete 

hMSC Population, während sich Osteoblasten und Fibroblasten nicht anfärben lie-

ßen. Das Färbemuster von CD106 mit seiner neben der Membranbetonung starken 

granulozytären Verteilung über das gesamte Cytoplasma läßt allerdings die Vermu-

tung zu, dass vielleicht weitere Stimuli nötig sind, das Protein in die Zellmembran zu 

transportieren. Dieses könnte auch die unterschiedlichen Ergebnisse innerhalb der 

Literatur bezüglich der CD106 Expression erklären. Außerdem ist besonders für die 

häufig beschriebenen FACS-Analysen zu berücksichtigen, dass sich bei einer sowohl 

intra-, als auch extrazellulären Verteilung eines Proteins unterschiedliche Ergebnisse 

für lysierte und nicht lysierte Zellen ergeben. Studien der CD106 Expression auf an-

deren Zelllinien, wie epitheliale, endotheliale, dendritische Zellen und Makrophagen 

(Gearing et al. 1993) haben gezeigt, dass eine konsekutive Hochregulierung stark 

mit Entzündungsreaktionen assoziiert ist (Freedman et al. 1990). Deutlich wird dieser 

Zusammenhang z.B. auch auf lymphoidalen Geweben und Epithelzellen des Thymus 

(Salomon et al. 1997). Dabei kommt CD106 eine besondere Rolle bei der Leukozy-

tenadhäsion zu, da es vermutlich sowohl die primäre Adhäsion (rolling) als auch die 

finale Phase der Adhäsion (spreading und tethering) vermitteln kann (Alon et al. 

1995, Berlin et al. 1995). Weiterhin ist bekannt das Knochenmarkstromazellen und 

Endothelzellen des Knochenmarks durch CD106 mit hämotopoetischen Vorläuferzel-

len interagieren, um so Ihre Ausleitung aus dem Knochenmark zu ermöglichen 

(Mazo et al. 1998). Eine Übertragung dieser Eigenschaften auf hMSC läßt CD106 

auch eine mögliche Rolle in der Adhäsion von hMSC in inflammatorisch gereizten 

Arealen zukommen, wie z.B. in ossären Defektgebieten. 

CD44 ist als transmembranärer Rezeptor für den Hauptliganden Hyaluronsäure, der 

eine entscheidende Rolle in vielen Prozessen des zellulären Verhaltens spielt, vor al-

lem in im Bereich der Zelladhäsion, -migration und –invasion (Cichy et al. 2003). 
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CD44 vermittelt dabei Zell-Zell und Zell-Matrix Interaktionen. Für die Untersuchung 

von auf Objektträgern fixierten hMSC ist CD44 besonders interessant, da es als einer 

der ersten Marker nach Adhäsion auf Oberflächen exprimiert wird (Zohar et al. 1997). 

Dabei kann der Marker passageunabhängig und nahezu in jeder hMSC Kultur nach-

gewiesen werden (Kotobuki et al. 2004, Shur et al. 2002, Deschaseaux et al. 2000). 

Auch bei vergleichenden Untersuchungen von hMSC aus verschiedenen Geweben 

kann CD44 mit einer Expressionshäufigkeit um die 90% nachgewiesen werden 

(Mareschi et al. 2006, Musina et al. 2005). Entsprechend seiner Funktion als Ober-

flächenrezeptor und Adhäsionsprotein ist auch das äußerst homogene Verteilungs-

muster der immunzytochemischen Färbung zu erklären. Da CD44 fast ausschließlich 

in der Zellmembran nachzuweisen ist, wird die These, dass es sich hier um einen 

sehr frühen Marker nach Adhäsion der Zellen handelt nur unterstützt. Die Translation 

des Proteins zur Zelloberfläche scheint zum Untersuchungszeitpunkt schon vollstän-

dig abgelaufen zu sein. Im Sinne seiner Funktion als Adhäsionsprotein wird CD44 ei-

ne wichtige Rolle in Homing-Prozessen von hMSC zugeschrieben (Silva, Jr. et al. 

2003), d.h. das Aus- bzw. Einwandern von Stammzellen in Defektzonen des Körpers 

oder zurück in das Knochenmark. In neueren Studien wird CD44 auch eine Bedeu-

tung für das Recruitment von hMSC aus dem zirkulierenden Blut in Leitschienen oder 

Defektzonen des Körpers zugesprochen, indem es sowohl eine überschießende 

Fibrosierung verhindert, als auch durch Reduktion der Lymphozyteninfiltration eine 

Entzündungsreaktion vermindert (Zhu et al. 2006, Pure et al. 2001, Cuff et al. 2001, 

Lesley et al. 2000). Neben der Adhäsion von Zellen scheint CD44 auch eine Rolle in 

der gerichteten Zellmigration zu besitzen (Weber et al. 1996). So ist CD44 von ent-

scheidender Rolle in der embryonalen Extremitätenentwicklung, indem es als Anti-

gen-präsentierender Oberflächenrezeptor u.a. im Zusammenspiel mit FGF-8 mesen-

chymale Stammzellen in einem proliferativen Zustand hält (Sherman et al. 1998). Der 

fehlende Nachweis auf Fibroblasten bei positiven Ergebnissen von hMSC und hu-

manen Osteoblasten erlaubt eine sichere Unterscheidung zwischen den genannten 

Zelllinien und ist konguent zu Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen (Ishii et al. 2005, 

Jamal et al. 1996). 

 

Extrazelluläre Matrixproteine: 

Kollagen-IV dient als kollagenes Matrixprotein den Zellen als mechanisches Stützge-

rüst, als Leitschiene und Interaktionspartner für zelluläre Übertragung. Diese Interak-
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tionen führen zu einer indirekten oder direkten Kontrolle zellulärer Funktionen wie 

z.B. Migration, Differenzierung, Proliferation, Apoptose (Giancotti et al. 1999, 

Lukashev et al. 1998, Gamby et al. 1996, Varner et al. 1996). Ursprünglich wurde 

angenommen, dass Kollagen-IV vornehmlich von Fibroblasten gebildet wird 

(Shimonishi et al. 2005), nicht zuletzt seit intensiver Bemühungen um die Charakteri-

sierung von hMSC ist Kollagen IV jedoch mehrfach als typisches Protein der ECM 

beschrieben (Roufosse et al. 2004, Silva, Jr. et al. 2003, Minguell et al. 2001). Die 

Aussagen zur Expression von hOB sind im Gegensatz dazu eher spärlich. Es wird 

vermutet, dass Col-IV zwar noch von osteogenen Vorläuferzellen produziert wird, 

nicht jedoch von reifen und späteren Differenzierungsstufen in Richtung der oste-

oblastären Linie (Schieker et al. 2004, Deschaseaux et al. 2000, Chichester et al. 

1993). In den vorliegenden Untersuchungen zeigten die Färbungen gegen Kollagen-

IV die größte Heterogenität innerhalb der hMSC und hOB Kulturen. Das ermittelte 

immunzytochemische Färbemuster stimmt jedoch mit dem von anderen Arbeitsgrup-

pen überein (Deschaseaux et al. 2000, Chichester et al. 1993).  

Besonders die überwiegend positive Anfärbung der Osteoblasten muß diskutiert 

werden, da die Literatur hier keine eindeutigen Daten bietet, in welchem Reifegrad 

Osteoblasten Kollagen-IV noch produzieren (Deschaseaux et al. 2000, Chichester et 

al. 1993). Zwar kommt Kollagen-IV im Knochen vor, seine Herkunft ist jedoch nicht 

bekannt. Möglicherweise wird es von hMSC oder von Endothelzellen gebildet. HOB 

sollen hierbei eine eher untergeordnete Rolle spielen (Becker et al. 1986). Die positi-

ven Färbeergebnisse innerhalb der hOB geben möglicherweise einen Hinweis auf 

das Vorhandensein einer Subpopulation. Einerseits könnte es sich um frühe oste-

oblastäre Differenzierungsstufen handeln, welche in noch in der Lage sind, Kollagen-

IV zu bilden (Chichester et al. 1993). Andererseits könnte es ein Zeichen auf das 

Vorhandensein eines anderen Zelltyps sein, wie z.B. Endothelzellen (Sandberg et al. 

1988). Da das Färbeprofil der hOB für die übrigen gefärbten Proteine dem reifer 

Osteoblasten entspricht und nicht Endothelzellen, ist es aber wahrscheinlicher, dass 

es sich um frühe Osteoprogenitoren handelt. 

Fibronektin wird von hMSC, Fibroblasten und Osteoblasten in großer Menge sezer-

niert und das in dieser Studie ermittelte intra- und extrazelluläre Färbemuster stimmt 

mit dem anderer Arbeitsgruppen überein (Roufosse et al. 2004, Silva, Jr. et al. 2003, 

Vogel et al. 2003, Minguell et al. 2001, Chichester et al. 1993, Engel et al. 1981). 

Zwischen den einzelnen Zelltypen lassen sich keine Unterschiede auf Ebene der 
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Immunfluoreszenz ermitteln. Dennoch ist Fibronektin als zusätzlicher, stark expri-

mierter Marker in der immunzytochemischen Mehrfachfärbung von Bedeutung, um 

somit die technische Möglichkeit einer Unterscheidung von sieben verschiedenen 

Farbstoffen durch das in dieser Studie verwendete System aufzuzeigen. 

 

Strukturproteine: 

Actin ist die Hauptkomponente des Cytoskeletts und kommt in allen kernhaltigen Zel-

len vor. Es ist in eukaryotischen quantitativ das häufigste nachweisbare Protein. Die 

wichtigsten Aufgaben des Actin sind die Stabilisierung, Adhäsion und Fortbewegung 

der Zelle. Die Darstellung des Cytoskeletts in dieser Studie soll zusätzliche Informati-

onen über die Zellmorphologie bereitstellen. F-Actin zeigt gleichermaßen in allen drei 

Zelltypen seine typische fibrilläre, zytoplasmatische Konfiguration. Entsprechend der 

Zellmorphologie imponieren hier auch Unterschiede in der strukturellen Anordnung 

der Actinfilamente, so dass die Phalloidinfärbung als geeignetes Instrument zur un-

terstützenden Darstellung der Zellmorphologie anzusehen ist. In hMSC ist ein ent-

scheidender Zusammenhang zwischen mechanischen Reizen und der strukturellen 

Anordnung des zellulären Stützgerüstes bereits von anderen Arbeitsgruppen aufge-

zeigt worden (Pan et al. 2005, Liao et al. 2004). Als besonders ausgeprägtes, den 

gesamten Zellleib aufspannendes Netz stellt sich das Actingerüst in den hexagona-

len Osteoblasten dar. In den Fibroblasten und spindelförmigen hMSC gibt die nahezu 

parallel verlaufende Anordnung der Actinfilamente die Ausrichtung der Zellpopulation 

wieder. Die Zellen beschreiben in höherer Konfluenz typischerweise ein fischzugarti-

ges Verteilungsmuster (Pittenger et al. 1999). 

Die RS-Zellen (Abb. 12 Ausschnitt f) innerhalb der hMSC Population weisen dage-

gen keine fibrillären Strukturen auf. Vielmehr zeigen sich hier prominente Ausstül-

pungen in der Zellmembran. Diese könnten Filopodien und Lamellopodien entspre-

chen, die entscheidend zur gerichteten Migration der Zelle beitragen und durch 

Komponenten des Actingerüsts stabilisiert werden (Lodish H et al. 2001). In Zusam-

menschau mit dem noch nicht vollständig organisiertem Cytoskelett könnte die spe-

zielle Morphologie des Actinskeletts Ausdruck des schnellen Replikationszyklus der 

RS-Zellen und ihrer hohen zellbiologischen Aktivität sein. 
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5.  Ausblick 

Eine der größten Schwierigkeiten in der Erforschung humaner mesenchymaler 

Stammzellen ist die Identifizierung der idealen Zellpopulation innerhalb des hetero-

genen Zellpools (Kassem 2006, Kemp et al. 2005, Sekiya et al. 2002, Pittenger et al. 

1999). Besonders das Fehlen eines einzelnen spezifischen Markers erfordert auf-

wendige Diffenrenzierungsassays und umfangreiche Expressionsanalysen um den 

Stammzellbeweis innerhalb angestrebter Studien an hMSC anzutreten (Dominici et 

al. 2006, Horwitz et al. 2005). In der vorligenden Arbeit ist es gelungen, über die si-

multane Detektion von sechs Antigenen mittels Immunfluoreszenzmarkierung eine 

eindeutige Identifizierung von hMSC zu gewährleisten und eine Unterscheidung ge-

genüber anderen Zelllinien zu treffen. Diese Methode lässt sich sinnvoll in vielen Be-

reichen und Versuchsanordnungen der adulten Stammzellforschung integrieren. 

Die simultane Mehrfachmarkierung mittels Immunfluoreszenz ist geeignet, hMSC ge-

genüber differenzierten Zelltypen zu diskriminieren. Eine Anwendung, die in der Be-

urteilung von Primärkulturen aus Knochenmarksaspiraten von Bedeutung ist, da hier 

ein heterogenes Zellgemisch verschiedener mononukleärer Zellen in unterschiedli-

chen Reifegraden vorliegt (Colter et al. 2001). 

Ferner bietet die beschriebene Methode den großen Vorteil neben der Anwendung in 

der Zellkultur, auch Gewebestrukturen in ihrer natürlichen Beschaffenheit und Aufbau 

bezüglich zellulärer Zusammensetzung zu analysieren. So kann der Nachweis und 

konsekutiv die Lokalisation einer Stammzelle Hinweise hinsichtlich der Beurteilung 

biologischer Stammzellnischen erbringen. Auch die histologische Aufarbeitung von 

implantierten, besiedelten Trägermaterialien ist durch beschriebene Methode mög-

lich. Somit bietet die Mehrfach-Immunfluoreszenz viele Anwendungsmöglichkeiten in 

der Materialforschung. Die Proteinexpression und ihre Dynamik in verschiedenen 

Phasen der Besiedlung und Kultivierung von hMSC auf unterschiedlichen Trägerma-

terialen, sog. Scaffolds, kann Hinweise auf den Reifegrade der Stammzelle während 

eines bestimmten Untersuchungszeitpunkts auf dem Weg zu einer differenzierten 

Zelllinie zu erhalten. Im Bereich des Tissue Engineerings von Knochen ließe sich 

somit anstreben, Aussagen über die verschiedenen Eigenschaften von Leitschienen 

zu gewinnen.  

Für weitere und fortführende Analysen kann das verwendete Markerprofil nahezu be-

liebig an die jeweiligen Ansprüche angepasst werden. So erfüllen die Oberflächen 
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Proteine wie CD105, CD106 und CD44 die Ansprüche an ein Markerprofil für die 

Charakterisierung von Stammzellen am besten. Eine Umstellung oder Ergänzung 

wäre z.B. möglich entsprechend Ergebnissen aus aktueller Lieteratur oder gemäß 

Empfehlungen internationaler Komissionen wie der International Society for Cellular 

Therapy (Dominici et al. 2006). 
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6.  Abstract 

Zielsetzung und Fragestellung: 

Humane mesenchymale Stammzellen (hMSC) exprimieren eine Vielzahl verschiede-

ner Antigene. Dennoch ist es nicht möglich eine eindeutige Phänotypisierung dieses 

Zelltyps vorzunehmen, da keiner der bekannten Zellmarker spezifisch ist. Daher war 

es Ziel dieser Studie, durch die Etablierung einer 7-Farben Fluoreszenz hMSC auf 

Einzelzellebene durch ein geeignetes Markerprofil zu charakterisieren und sie ge-

genüber Osteoblasten und Fibroblasten abgrenzen zu können. 

Material und Methoden: 

Kommerziell erhältliche HMSC, humane Osteoblasten und Fibroblasten wurden als 

adhärente Zellen auf Einzelzellniveau einer simultanen Mehrfach-

Immunfluoreszenzfärbung gegen die Antigene CD105, CD106, CD44, Kollagen IV, 

Fibronektin und F-Aktin unterzogen. Anschließend wurde mittels eines Sagnac Inter-

ferometers eine spectrale Bildanalyse mit Dekomposition der einzelnen Farbstoffe 

durchgeführt. 

Ergebnisse: 

Hinsichtlich aller untersuchten Zellmarker zeigten hMSC ein positives Färbeergebnis, 

während in humanen Osteoblasten und Fibroblasten CD105 und CD106 nicht nach-

gewiesen werden konnte. Eine Unterscheidung zwischen letzteren Zelltypen konnte 

durch CD44 gewährleistet werden, welches nur in Osteoblasten ein positives Ergeb-

nis zeigte. Alle verwendeten Farbstoffe konnten eindeutig in der Spectralanalyse bis 

zu einem Wellenlängenabstand von 10nm voneinander getrennt werden. 

Schlussfolgerungen: 

Es ist in dieser Studie gelungen, ein geeignetes Markerprofil zu definieren, um hMSC 

von anderen Zellen des Binde- und Stützgewebes abzugrenzen. Besonders die 

Spectralanalyse eines simultan angewandten Phänotypisierungsprofils auf Einzel-

zellniveau erscheint bei der großen Heterogenität dieser Stammzellen als potentes 

Werkzeug zur Untersuchung gegenüber anderen Zelllinien. Besonders die Oberflä-

chenproteine CD105, CD106 und CD44 erscheinen als äußerst geeignete Kandida-

ten zur Charakterisierung von hMSC. 
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7.1.  Anhang 

Protokoll 1 : Immunfluoreszenzfärbung 

 

Aceton/Formalin Fixierung: 

- Glasobjektträger (GOT) 2 min in PBS  waschen 

- 2 min in 3,7% gepuffertem Formalin bei RT waschen 

- erneut 2 min in PBS waschen 

- 3 min in -20°C Aceton fixieren, dann GOT trocknen lassen 

- mit Fettstift 8 Felder abtrennen (siehe Abb. 2); GOT beschriften 

 

Phalloidinfärbung: 

- 25µl Antikörper-Lösung pro Feld auftragen 

- 20 min bei RT in abgedunkelter Feuchtkammer inkubieren 

 

Blocken: 

- in PBS mit 1% Tween20 (PBS-T) rehydrieren, dann gut abklopfen 

- 25µl Blockierungslösung (donkey Serum mit PBS 1:20)  

- 1h mit bei RT in Feuchtkammer inkubieren 

 

Primärantikörper: 

- Blockierungslösung abklopfen 

- 25µl Antikörper-Lösung pro Feld auftragen 

- 30 min bei RT in abgedunkelter Feuchtkammer inkubieren 

- 3 mal 5 min in PBS-T waschen 

 

Sekundärantikörper: 

- Blockierungslösung abklopfen 

- 25µl Antikörper-Lösung pro Feld  

- 30 min bei RT in abgedunkelter Feuchtkammer inkubieren 

- 3 mal 5 min in PBS-T waschen 

 

Kernfärbung: 

- 20 µl DAPI (Verdünnung 1:10 000) pro Feld auftragen 

- 1 min bei RT in Feuchtkammer im Dunkeln inkubieren 
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- 3 mal 5 min in PBS-T waschen 

 

Eindeckeln: 

- Pro Long Komponente B im Wasserbad oder Heizblock für 15 min auf 50°C erhit-

zen 

- Komponente A und B mischen 

- weitgehend die Flüssigkeit von den GOT abklopfen 

- 70µl Eindeckelmedium pro GOT auftragen und gleichmäßig verteilen 

- Deckgläschen aufbringen und die Luftblasen durch seitliches Ausstreichen entfer-

nen, anschließend mind. 3 h im Dunkeln bei 4°C aushärten 

 

Protokoll 2: Passageprotokoll hMSC 

- Medium entfernen, Zellen waschen mit 3 ml PBS (ohne Ca, Mg, Fa. GibcoBRL)  

- Zellen abtrypsinieren mit 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung (Fa. BioWhittaker) 

- mikroskopische Kontrolle nach 5 min, max. 15 min Einwirkzeit des Trypsin/EDTA 

- Zugabe von 3 ml Medium, nachdem Zellen gleichmäßig abgelöst waren; das Serum 

des Kulturmediums bewirkte die Neutralisierung des Trypsins 

- Suspension zentrifugieren (600 g für 5 min), Überstand anschließend absaugen, 

um Trypsinreste zu entfernen 

- Zellen in Kulturmedium resuspendieren und zählen. 

 

Protokoll 3: Passageprotokoll hOB  

- Medium entfernen, Zellen waschen mit 3 ml Hepes BSS (Fa. PromoCell) 

- Zellen abtrypsinieren mit 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung (Fa. PromoCell) 

- nach 3 min mikroskopische Kontrolle, max. 7 min Einwirkzeit des Trypsin/EDTA 

- Zugabe von 2 ml Trypsin Neutralis Solution (Fa. PromoCell), nachdem Zellen ho-

mogen abgelöst waren 

- Suspension zentrifugieren (220 g für 4 min), Überstand anschließend absaugen, 

um Trypsinreste zu entfernen 

- Zellen in Medium resuspendieren und zählen. 

 

Protokoll 4: Passageprotokoll HS27 

- Medium entfernen, Zellen waschen mit 3 ml PBS (ohne Ca, Mg, Fa. GibcoBRL)  

- Zellen abtrypsinieren mit 2 ml Trypsin/EDTA-Lösung (Fa. BioWhittaker) 
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- mikroskopische Kontrolle nach 5 min, max. 15 min Einwirkzeit des Trypsin/EDTA 

- Zugabe von 3 ml Medium, nachdem Zellen gleichmäßig abgelöst waren; das Serum 

des Kulturmediums bewirkte die Neutralisierung des Trypsins 

- Suspension zentrifugieren (600 g für 5 min), Überstand anschließend absaugen, 

um Trypsinreste zu entfernen 

- Zellen in Kulturmedium resuspendieren und zählen 

 

Protokoll 5: Zellzählung 

- Zufügen von Trypanblau zur Zellsuspension (z.B. Verhältnis Zellsuspensi-

on:Trypanblau 2:1) 

- Zählkammer und Deckglas gründlich mit 70 %igem Ethanol reinigen 

- Anfeuchten des Deckglases durch Anhauchen und auf die Zählkammer pressen, so 

dass Newton’sche Ringe sichtbar werden 

- 10μl mit der Pipette aufziehen und an der Kante der Zählkammer aufsetzen. Zell-

suspension durch die Kapillarkräfte zwischen Deckglas und Kammer saugen lassen 

- Unter dem Mikroskop Auszählen der vier äußeren Großquadranten (je 16 Felder). 

Nur blau angefärbte Zellen zählen. Bei auf den Rändern liegenden Zellen, nur obe-

ren und linken Rand berücksichtigen 

- Zellzahl pro ml nach Formel Zellzahl n= Mittelwert aus vier Großquadranten x 104 x 

Verdünnungsfaktor F ausrechnen. (Bei einer Verdünnung Zellsuspension: Try-

panblau 2:1 z.B. F=1,5) 
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7.2.  Abkürzungsverzeichnis 

AMCA amino-methylcyclohexane-carboxylic acid 
BMSSC bone marrow stromal cells 
BP Bandpass 
CD Cluster of Differentiation 
CFU-F colony forming unit-fibroblasts 
Col IV Kollagen IV 
DAPI 4´,6-diamidino-2-phenylindole 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 
FACS fluorescence activated cell sorting 
FBS fetales bovines Serum 
FGF fibroblast gowth factor 
FISH fluorescence in situ hybridisation 
FITC Fluoreszeinisothiocyanat 
GOT Glasobjektträger 
hMSC Humane mesenchymale Stammzellen 
hOB Humane Osteoblasten 
ISCT International Society for Cellular Therapy 
LP Longpass 
MAPC multipotent adult progenitor cells 
MSC marrow stromal cells 
MSC Mesenchymal stem cells 
PBS phosphate-buffered saline 
PCR polymerase chain reaktion  
RNA ribonucleic acid 
RT Raumtemperatur 
qRT-PCR quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaktion 
SPC stromal precursor cells 
TBP Triplebandpass 
TGFβ transforming growth factor beta 
VCAM-1 vascular adhesion molecule-1 
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